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Uber die Isdthionsaurederivate einiger aliphatischer Amido- 
sauren. 


Von 
E. Salkowski. 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1917.) 


In meiner Mitteilung «Uber einige Isathionsiiurederivate » ') 
habe ich bereits kurz erwihnt, da8B nicht allein Amidobenzoe- 
siure, sondern auch Glykokoll mit Isithionsdure ein Derivat 
bildet, das bei langsamer Krystallisation in grofen glasglanzen- 
den Krystallen erscheint. Diese Beobachtung habe ich weiter 
verfolgt und auf einige andere Amidosiéuren ausgedehnt, die von 
physiologischem Interesse sind. Die Darstellung war in allen 
Fallen dieselbe, nur ein wenig durch die verschiedene L@slich- 
keit der Verbindungen in Wasser und Alkohol beeinfluBt. 

In allen Fallen kamen gleiche Molekiile der Amidosaure 
und Isathionsaiure zur Anwendung, meistens die doppelte mole- 
kulare Menge in Grammen, beim Glykokoll auch die 5fache. Die 
Amidosiéure wurde unter Erwairmen und Wasserzusatz auf dem 
Wasserbad in der Isithionsdure gelést, méglichst weit eingedampft, 
dann in demselben Schilchen 31/2 bis 4 Stunden bei 140—143° 
erhitzt, die erkaltete Schmelze in einer mOglichst geringen Quan- 
titat Wasser unter Erhitzen aufgelést, was oft nur schwierig 
gelang, und die sirupdse Lésung in etwa das 20fache Volumen 
Alkohol absolut. oder mehr (ca. 200 ccm) eingegossen (mitunter 
wurde auch die Schmelze mechanisch aus dem Schilchen 
herausgelost, in der Reibschale verrieben und mit etwa 200 ccm 





‘) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 49, S. 1376 (1916). Friiher sagte man 
allgemein <-amidosdure>, dann kam «-aminosiure>» auf; jetzt scheint wieder 
Amidosaure tiblich zu sein; ich kehre zu der alten, friiher auch in meinen 
dlteren Arbeiten sets gebrauchten Schreibweise zuriick. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CI. 1 














2 E. Salkowski, 


Alkohol absolut. erhitzt, erkalten gelassen). Am nachsten Tage 
wurde der Niederschlag, der krystallinische Beschaffenheit 
angenommen hatte, abgenutscht und mit Alkohol nachgewaschen. 
Das an der Luft getrocknete Material wurde in Wasser gelost, 
die Lésung mit ein wenig Blutkohle entfarbt, was leicht ge- 
lang, eingedampft und dann entweder die Krystallisation des 
Ganzen abgewartet oder — so bei der leicht léslichen Ver- 
bindung aus Glykokoll — bei begonnener Krystallisation die 
Ausscheidung durch Alkoholzusatz befordert, um das Material 
moglichst vollstandig zu gewinnen. Die Leucinverbindung wurde 
aus schwachem — etwa 70°/oigem — Alkohol umkrystallisiert. 
In dem zuerst angewendeten Alkohol blieb noch ziemlich viel 
von der betreffenden Substanz in Lésung, bei der guten Aus- 
beute erschien es aber meistens nicht lohnend, diesen noch 
zu beriicksichtigen, 


1. Isathionylglykokoll. 
Die Analyse’) der bei 100° getrockneten Substanz ergab 


folgende Zahlen: 


1. 0,1703 g Substanz gab 0,1657 CO, und 0,0774 H,O, 
2. 0,1738 >» > >» 11,6 ccm N bei T. 21° und B. 759 mn, 
3. 0,4596 » > >» 0,595 BaSQ,. 


Daraus ergibt sich die Formel C,H,NSO,: 


Berechnet: C 26,24 H 4,92 N 7,65 S 17,49°%o 
Gefunden: C 26,54 H 5,05 N 7,59 S 17,80°%o. 


Wahrscheinlich kommt der Siure die Konstitutionsformel 
CH, - NH - SO,C,H,OH 


| 
COOH zu. 
Die Siéure schmilzt bei 260°?) noch nicht, zeigt dabei 
auch nur geringe Schwirzung. Von den Eigenschaften sei 


‘) Die C-, H- und N-Bestimmungen der im folgenden beschriebenen 
Verbindungen sind von dem Praparator des Chemischen Instituts der Uni- 
versitat Herrn Wetzel unter Anwendung eines Gemisches von Bleichromat 
und Kupferoxyd ausgefihrt. 

*) Bei allen Schmelzpunktbestimmungen war das Schmelzréhrchen 
in eine feine Kapillare ausgezogen, um die Einwirkung der Schwefelsaure- 
dimpfe mdglichst auszuschliefen. 


oe . ie e ‘i ° . . . . ° ry ¢ 
Uber die Isithionsdéurederivate einiger aliphatischer Amidosduren. 3 


hier?) noch erwiéhnt: leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol, 
unléslich in Ather. Die wiisserige Lésung rotet Lackmuspapier 
stark, bléut Kongopapier jedoch nur, wenn sie einigermaBen 
konzentriert ist. 

Sehr eigentiimliche Verhiltnisse ergaben sich bei dem 
Versuch, das Molekulargewicht durch Titrieren mit "/10-Natron- 
lauge zu bestimmen. 

0,5049 g, bei 100° getrocknet, wurde in wenig Wasser ge- 
lost und nach Zusatz von Phenolphthalein mit "/10-Lauge titriert: 
schon bei 17,4 ccm trat Rosafirbung ein, die als Endreaktion 
angesehen wurde, da Lackmuspapier schon gebliiut wurde. 
Da diese Zahl keinerlei rationelle Werte ergibt, lief ich die 
Mischung stehen. Am nichsten Tage war sie entfirbt, blieb 
auch so bei erneutem Zusatz von Phenolphthalein; Lackmuspapier 
wurde nicht mehr gebliiut. Rosafairbung trat bei erneutem 
Zusatz von 8,95 ccm "/10-Lauge ein, Lackmuspapier wurde ge- 
bliut. So wurde an den nichsten Tagen noch 1,1 und 0,35 ccm 
Lauge gebraucht, im Ganzen also 27,8 cm gegeniiber 17,4 ccm 
am ersten Tage. Auf Lackmuspapier reagierte die Mischung 
deutlich alkalisch. Aus dem angegebenen Verbrauch von 27,8 ccm 
ergibt sich das Molekulargewicht zu 181,6, berechnet 183. 
Die Bestimmung ist allerdings mit einer gewissen Unsicherheit 
behaftet, die in der Unbestindigkeit der durch Phenolphthalein 
in schwach alkalischen Losungen bewirkten Fiarbung beruht. 
Laf8t man einen Tropfen "/10-Lauge zu ca. 40 ccm mit Phenol- 
phthalein versetzten Wasser flieBen «a», so tritt eine entschie- 
dene Endreaktion auf, am niachsten Tage aber ist sie vollig, 
bei Anwendung von 3 Tropfen «<b» bis auf einen minimalen 
Rosa-Schimmer verschwunden. Nach nochmaligem Zusatz von 
3 Tropfen "/1o-Lauge zu jeder der beiden Proben bleibt die 
Rosafiirbung bis zum niichsten Tage bestehen, ist aber erklar- 
licherweise in b starker, wie in a. 

Es fragte sich nun, wie die beobachtete Erscheinung der 
successiven Zunahme der Aciditét bis zu einem gewissen End- 
punkt, die sich bei allen Isathionylderivaten der aliphatischen 





1) Uber einige gemeinsame Eigenschaften der Verbindungen siehe 


weiter unten. 
1* 











4 E. Salkowski, 


Amidosduren zeigt, zu deuten ist. Am niachsten liegt es natiir- 
lich, sie als allmihlich eintretende Spaltung in Iséthionsaure 
und Amidosdure aufzufassen. Diese Vermutung bestitigte sich 
durch den folgenden Versuch. 

2,210 g Isaéthionylglykoholl wurden mit ®/10-Lauge titriert. 
Absichtlich nahm ich auch hier nicht Normallauge, sondern 
Zehntellauge, um die Bedingungen modglichst gleich zu ge- 
stalten. Die Erscheinungen waren ganz dieselben, wie vorher: 
nach 5 Tagen waren im ganzen gebraucht 120 ccm "/10-Lauge. 
Dabei schwache Rosafiirbung,') deutlich alkalische Reaktion 
bei Priifung mit Lackmuspapier (daraus berechnetes Molekular- 
gewicht 182,5). Aus der eingedampften Lésung hatten sich 
am nichsten Tage glashelle, harte rhombische Tafeln ausge- 
schieden, die aus der Fliissigkeit herausgenommen und zwischen 
Filtrierpapier abgepreft wurden. Sie verbrannten auf dem 
Platinblech ohne Riickstand, zeigten einen siifen Geschmack 
und Eisenchloridreaktion. Es konnte danach kein Zweifel sein, 
daf es sich um Glykokoll handelte, wenn auch der Schmelz- 
punkt unter Zersetzung etwas tiefer lag, als meistens angegeben 
wird (222° statt 226°. Schmelzpunkte unter Zersetzung sind m. E. 
nicht voll beweisend, auBerdem mochte das Glykokoll nicht ganz 
rein sein). Eine Analyse hielt ich unter diesen Umstanden fiir 
iiberfliissig. Die Quantitaét des gut lufttrocknen Glykokolls betrug 
allerdings nur 0,378, wahrend die angegebene Quantitiét 0,9057 
entsprach. Dabei kommt aber in Betracht, dab nur die erste 
Krystallisation verwendet wurde, weil von dieser am ehesten 
Reinheit zu erwarten war, auferdem bei einer so leicht lis- 
lichen Substanz, wie das Glykokoll, einigermafen vollstandige 
Wiedergewinnung aus einem Gemisch nicht zu erwarten ist. 





‘) Nicht die gewohnte Rotfarbung. Andere Indikatoren zu benutzen, 
hatte keinen Zweck gehabt, da es sich doch nur um eine ganz schwache 
organische Saure handelte. Allenfalls war noch mit Rosolsdure ein Er- 
folg zu erwarten. 0,4636 g Isathionylglykokoll in wenig Wasser geldst. 
Schon nach 5,7 ccm trat Endreaktion ein, die am nichsten Tage ver- 
schwunden war usw., ein Endpunkt war nicht sicher festzustellen. Noch 
weniger geeignet erwies sich Lackmoid (mit Zusatz von etwas Malachit- 
griin). Eine Lésung von 0,366 g Isathionylglykokoll erschien schon nach 
Zusatz von 1,5 ccm /:0-Lauge violett bis blau. 














Uber die Isathionsdurederivate einiger aliphatischer Amidosiuren. J 


Ich halte es danach fiir sicher, daf die beim Titrieren 
beobachteten Erscheinungen auf einer allmahlichen Spaltung 
des Isaéthionglykokolls in Iséthionséure und Glykokoll beruhen. 

Wie ist dann aber die nicht unbetriichtliche Anfangs- 
aciditat zu deuten? 

Bei Beantwortung dieser Frage moéchte ich mit einigen 
Worten auf die Aciditiétsverhaltnisse des Glykokolls eingehen. 
In Hoppe-Seyler-Thierfelder 8. Aufl., S. 228 heiBt es beim 
Glykokoll: «die wissrigen LOsungen reagieren sauer». Zweifellos 
ist dabei die Reaktion auf Lackmuspapier gemeint — die An- 
gabe ist leicht zu bestiitigen, gilt aber nur fiir stirkere Lé- 
sungen, schwichere reagieren neutral —, auf Kongo reagieren 
sie nicht sauer. Im iibrigen findet sich in Beilstein Ergian- 
zungsband | S. 655 die Angabe, daB es gegen Poirrierblau 
sauer reagiere, gegen Phenolphthalein nicht. Die letztere An- 
gabe kann ich nur teilweise bestitigen. Versetzt man 20 cm 
Wasser einerseits und 20 cm Wasser, die 1,5 g Glykokoll ge- 
lést enthalten, anderseits, mit Phenolphthalein und l|a6t dann 
n/10-Lauge einflieBen, so farbt sich die erstere L6sung beim ersten 
Tropfen Natronlauge intensiv rot, die Glykokollésung aber 
nicht. Die anfangs an der Eintrittsstelle des Tropfens ent- 
stehende Rotfairbung verschwindet sofort und macht erst bei 
weiterem Zusatz einer leichten Rosafarbung Platz. Hierzu sind 
etwa 3,2 ccm "/10-Lauge erforderlich.!) Dabei ist die Reaktion 
auf Lackmuspapier schon sehr merklich alkalisch; lift man die 
titrierte Mischung bis zum nichsten Tage stehen, so verblaft sie 
merklich und erfordert zu einer erneuten Rosafarbung eines 
weiteren Zusatzes von etwa 0,6 ccm "l10-Lauge. Die Erschei- 
nungen sind also ahnlich, wie bei der Iséthionylverbindung, doch 
kommt fiir die Deutung auch die oben erwahnte Unbestindig- 
keit der durch Phenolphthalein bewirkten Farbung in Betracht. 
Eine eigentliche Rotfarbung, wie wir sie beim Titrieren unter 
Anwendung von Phenolphthalein zu sehen gewohnt sind, tritt 
aber erst nach Verbrauch von etwa 6 ccm ein. Versetzt man 
eine intensiv rote Mischung von etwa 20 ccm Wasser, Phenol- 
phthalein und einem Tropfen "/10-Lauge mit ein wenig einer 





1) Der erste Rosaschimmer macht sich schon bei 2,5 ccm bemerkbar. 
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gesittigten Glykokolllésung, so wird die Mischung sofort farblos. 
Natiirlich st6rt das Glykokoll auch die Titration von Sauren 
und schiebt den Endpunkt hinaus. 2 cem ®/10-Schwefelséure 
+-1,5g Glykokoll -+- 20ccm Wasser gaben erst nach Verbrauch 
von 5,5 ccm "/10-Lauge Endreaktion (statt 2 ccm), die auBerdem 
schwach war. 

Sehr bemerkenswert ist auch der Einflu8B des Glykokolls 
auf die Reaktion mit Kongopapier: "/1-Schwefelsiure mit Gly- 
kokoll gesattigt, ist ohne Einwirkung auf Kongopapier, wah- 
rend eine "/2s-Siiure ohne diesen Zusatz es sofort und intensiv 
bliut. Sicher verhalten sich andere Amidosauren ebenso, es 
kénnen also bei Gegenwart von Glykokoll usw. selbst erheb- 
liche Quantitaéten physiologisch freier Séure der Untersuchung 
durch Kongopapier eutgehen. Diese Verhidltnisse kénnten, wie 
ich hier kurz bemerken méchte, unter Umstianden bei der Unter- 
suchung der Aciditét des Magensaftes in betracht kommen. 

Nach der obigen Bestimmung an 1,5 g Glykokoll betrigt 
die Aciditiit der Amidoessigsiure héchstens etwa !/e0 der Aci- 
ditiit der Essigsiure. Bekanntlich pflegt man diese Abschwa- 
chung auf den Einfluf{ der Amidogruppe im Molekiil («innere 
Bindung») zurtickzuftihren. Man kann sich nun wohl vorstellen, 
daB in der Isiithionylamidoessigsiure dieser Einflu$8 dadurch 
verringert ist, dafi ein H der Amidogruppe durch den Is- 
athionsiiurerest ersetzt ist. So wird es erklirlich, dai das 
Isiithionylglykokoll eine nicht unerhebliche Anfangsaciditit zeigt, 
weit tiber das Glykokoll hinaus. 

Zur Darstellung des Kupfersalzes wurde in eine heifbe 
Losung von etwa 1'/2 g der Saéure allmahlich unter fortdauerndem 
Erhitzen frisch gefialltes, gut ausgewaschenes Kupferhydroxyd 
eingetragen, bis ein Uberschu8 ungeldst blieb, die tiefblaue 
Lésung filtriert und stark eingedampft. Nach einigen Tagen 
war der ganze Schaleninhalt zu einer duferst harten strahlig- 
krystallinischen Masse erstarrt, die sich nur sehr schwer aus 
der Schale herausbringen und zerkleinern lief. Filtrierpapier 
nahm beim Abdriicken nichts auf. 


0,6456 g exsikkatortrocken ergaben 0,1908 CuO, das entspricht 
23,61 °%/o Cu. 
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Als Zusammensetzung hatte ich erwartet (C,H,NSO,), Cu. 
Diese Verbindung wiirde aber nur 14,87°/o Cu enthalten. Die an 
sich unwahrscheinlichere Formel C,H,CuNSO, wiirde 26,01°/o Cu 
erfordern. Es wiirde sich nach der Analyse also um diese 
Verbindung mit einer geringen Beimischung der Verbindung 
(C,H,NSO,),Cu handeln. Médglicherweise konnte aber die Ab- 
weichung von der theoretischen Menge auch durch Krystall- 
wassergehalt oder durch Verunreinigungen bedingt sein. Um 
dies festzustellen, wurde die gepulverte Kupferverbindung mit 
Alkohol absolut. gekocht, der nur eine ganz schwache blauliche 
Fiirbung annahm, abfiltriert, mit Alkohol nachgewaschen, an 
der Luft, dann bei 110° getrocknet. 

0,3885 g gaben 0,1197 CuO = 24,62°/o Cu. Das Resultat 
hat sich also nur wenig erhodht. Jedenfalls erscheint mir be- 
merkenswert, dai im wesentlichen der H beider Hydroxyl- 
gruppen durch Cu vertreten ist. 


2. Isathionylalanin. 


Zur Anwendung kam kaufliches a-Alanin (Kahlbaum). 
Uber die Darstellung ist nichts zu bemerken. Die Verbindung 
ist leicht léslich, sie wurde daher nach Beginn der Krystalli- 
sation durch Alkohol absolut. ausgefallt. 

1. 0,1598 g Substanz gab 0,1804 CO, u. 0,0842 H,O 

2. 0,1554 » > >» 9,9 ccm N bei 23° und 758 mm B. 

3. 0,4251> >» » 0,5097 BaSO,. 


Dies ergibt fiir die Formel C,H,,NSO,. 


Berechnet: C 30,45 H 5,58 N 7,11 S 16,24 
Gefunden: C 30,79 H 5,85 N 7,16 S 16,47. 

Die C- und H-Bestimmungen sind etwas zu hoch, sie 
deuten vielleicht darauf hin, daB die Substanz noch etwas 
unverandertes Alanin enthalten haben k6nnte, immerhin libt 
die Analyse keinen Zweifel an der Zusammensetzung. 

Die Verbindung schmilzt bei 242° unter Gasentwicklung, 
ist leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol. 

0,501 g wurden mit "/10-Lauge titriert. Schon nach Ver- 
brauch von 14,7 ccm trat Endreaktion d. h. schwache Rosa- 
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farbung ein. Es wurden dann an den folgenden Tagen gebraucht 
5,0; 2,05; 1,3; 0,8; 0,3 ccm, im ganzen 24,15 ccm. Es wieder- 
holte sich also dieselbe Erscheinung, die bei der Glykokollver- 
bindung beobachtet war. Das Molekulargewicht wiirde sich zu 
207 ergeben, wahrend die Rechnung 197 ergibt. Die Abweichung 
beruht vielleicht auf Beimischung von unverdndertem Alanin. 
Nimmt man an, da der Substanz 5°/o Alanin beigemischt sind 
— was wohl mdglich erscheint — so reduziert sich die Quan- 
titat angewandter Séure auf 0,476. Fiir diese Quantitat be- 
rechnet sich aus dem Verbrauch von 24,15 /10-Lauge das 
Molekulargewicht zu 197. Dasselbe Ergebnis hatte ein zweiter 
Versuch mit 0,7284 Substanz. Es wurden im Ganzen 35,2 ccm 
n/1o-Lauge gebraucht. Daraus berechnetes Aquivalentgewicht 
207. Bei Annahme eines Gehalts an Alanin = 5°/o wiirde sich 
die Quantitét der Siiure auf 0,692 reduzieren, das Aquivalent- 
gewicht auf 196,6. 

Die Kupferverbindung erwies sich als unkrystallisierbar 
und selbst in Alkohol leicht léslich. 


3. Isathionylleucin. 


aus inaktivem synthetischen Leucin (Kahlbaum). Die Ver- 
bindung erscheint nach dem Umkrystallisieren aus schwachem 
Alkohol, in dem sie leichter léslich ist, als Leucin selbst, in 
Form seidenglinzender weifer Schtippchen, sehr fhnlich rein- 
stem Leucin, ist in Wasser leichter léslich als Leucin, unl6s- 
lich in Alkohol absolut. Die wisserige LOsung reagiert sauer. 
Die Analyse der bei 100° getrockneten Substanz ergab: 


1. 0,1835 g gaben 0,2671 CO, und 0,1188 H,O 
2. 0,1656>» » 83ccm N bei T. 15° und B. 756 mm 


3. 0,4066> » 0,4046 BaSO,. 
Dies ergibt die Formel C,H,,NSO;. 


Berechnet: C 40,17 H 7,11 N 5,86 S 13,38 %o 
Gefunden: C 39,74 H 7,20 N 5,84 S 13,67%o, 


Die Séure schmilzt bei 260° unter Zersetzung. 
Beim Titrieren mit "/10-Lauge zeigte sich dieselbe Er- 
scheinung, wie bei den vorhergehenden Verbindungen. 
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00,4246 g erwiesen sich nach Zusatz von 14 cem "/10- 
Lauge bereits alkalisch gegen Lackmus, sogar ziemlich stark; 
an den folgenden Tagen wurden 1,8 und 1,1 ccm, im ganzen 
also 18 ccm gebraucht. Das wiirde als Molekulargewicht 235,6 
ergeben, berechnet 239. Das Minus erklart sich durch die 
Uberschreitung des neutralen Punktes. 

Man konnte zweifelhaft sein, ob die beim Titrieren er- 
haltenen Zahlen tiberhaupt zur Bestimmung des Molekular- 
gewichts verwendbar seien, da sie sich im Grunde genommen 
nicht auf die Saéure selbst beziehen, sondern auf die frei- 
gewordene Isithionsiiure. Die Erfahrung zeigt aber, wenig- 
stens bei der Glykokollverbindung und der Leucinverbindung, 
da8 sie Ubereinstimmung mit dem berechneten Molekular- 
gewicht ergeben. Bezieht man sie auf die Isathionséure, so 
ergibt sich daraus natiirlich das Molekulargewicht dieser. 

Bei der ersten Bestimmung mit Isathionylglykokoll z. B. ent- 
sprechen die angewendeten 0,5049 g der Verbindung 0,3476 Is- 
iithionséure. Da 27,8 ccm bis zur Endreaktion gebraucht wurden, 
so ergibt dies fiir die Isaithionsiéure das Molekulargewicht 125!) 
(berechnet 126). Mindestens also beweist die Bestimmung, dab 
in der Verbindung Glykokoll und Iséthionsiéure (diese als frei 
gedacht) in dem Molekularverhialtnis von 1: 1 stehen. 


Die 3 beschriebenen Isathionylverbindungen zeigen eine 
Anzahl gemeinsamer Eigenschaften: 

1. die wasserige LOsung reagiert gegen Lackmus sauer, 
gegen Kongopapier nur, wenn sie einigermafen konzentriert 
ist, treibt aus kohlensaurem Alkali Kohlenséure aus. 

2. Die wasserige LOsung wird nicht gefiallt durch ba- 
sisches Bleiacetat, Quecksilberchlorid, Mercuriacetat. 

3. Durch Phosphorwolframsaure entstehen in den mit Salz- 
siure versetzten Lisungen leichte Triibungen, die sich beim 
Erhitzen aufhellen, beim Erkalten wiederkehren; Fillungen 
wurden nicht erhalten. 





') Der Einfluf{ der kleinen Quantitét abgespaltenen Glykokolls auf 
die Titrierung kann wohl vernachlassigt werden. 
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4. Beim Kochen mit ammoniakalisch-alkalischer Silber- 
lésung geben sie einen schOnen zusammenhangenden Silber- 
spiegel. Dieses Verhalten hangt augenscheinlich von der Spaltung 
durch die Natronlauge ab, denn eine nicht zu verdiinnte Isathion- 
siurelésung (ca. 5°/oig) gibt unter gleichen Bedingungen gleich- 
falls einen Silberspiegel, wahrend dies die Aminosauren selbst 
nicht tun. 

5. Trocken erhitzt geben die Verbindungen zuerst mer- 
kaptanartigen Geruch, dann stechenden Geruch nach schwefliger 
Siure. Bei der Leucinverbindung tritt vorher ein Sublimat auf; 
ob dieses aus unzersetzter Substanz oder Leucin besteht, ist nicht 


untersucht. 
6. Im Gemisch mit Na,CO, erhitzt liefern die Verbindungen 


Na,S, Na,SO, und schlieBlich Na,SQ,. 

Irgend eine Verwertbarkeit der Verbindungen fiir analy- 
tische Zwecke hat sich leider nicht ergeben. 

Einige Worte méchte ich noch hinzufiigen tiber das Ver- 
halten von Taurin- und Asparaginsiiure. Aus der Schmelze 
iiquimolekularer Mengen von Taurin- und Isiéthionsiiure wurde 
nur unverdndertes Taurin wiedererhalten, es kénnten héchstens 
Spuren der entsprechenden Sdure entstanden sein. 

Eine entsprechende Asparaginsaureverbindung konnte nicht 
krystallisiert erhalten werden, existiert jedoch wahrscheinlich. 

2,66 g Asparaginsiiure wurde unter Zusatz von Wasser 
in 5 g kauflicher Isiithionséiure (= 2,5 g) durch Erwarmen ge- 
lést, die L6sung méglichst weit eingedampft, dann 4 Stunden 
bei 140° erhitzt. Die Schmelze léste sich schwer in Wasser, 
es wurde daher etwas mehr Wasser wie gewohnlich ange- 
wendet, die Lésung auf ein sehr kleines Volumen eingedampft. 
Bei Zusatz einer relativ grofen Quantitéit Alkohol absolut. ent- 
stand nur ein geringer Niederschlag, der am niachsten Tage 
nicht krystallinisch, sondern in Trodpfchenform erschien, die 
Hauptmenge war offenbar in der alkoholischen Lésung. Diese 
hinterlief’ beim Eindampfen einen auch nach langerem Stehen 
nicht krystallisierenden sauren Sirup. Es wurde nun versucht, 
auf dem Umwege iiber das Kupfersalz zu einer krystallisierten 
Substanz zu gelangen. Beim Erhitzen mit frischgefallten Cu(OH), 























Uber die Isithionsiurederivate einiger aliphatischer Amidosiuren. 11 


ging dieses reichlich in Lésung, aber auch das Kupfersalz blieb 
sirupos. 

Beim Durcharbeiten mit Alkokol absolutus wurde dieser 
Sirup fest und anscheinend, wenigstens z. T. krystallinisch. 
Die mit Alkohol gewaschene Kupferverbindung lieferte nach dem 
Zersetzen mit H,S aber gleichfalls nur einen in Wasser auBerst 
leicht léslichen sauren Sirup. Um nichts unversucht zu lassen, 
wurde dieser noch vorsichtig mit ganz verdiinnter Natronlauge 
neutralisiert und mit Mercuriacetat gefallt: es entstand ein 
schleimiger Niederschlag, der erst nach Zusatz von etwa dem 
doppelten Volumen Alkohol filtrierbar wurde. Auch dieser 
Niederschlag lieferte nach dem Zersetzen mit H,S nur einen 
Sirup. Auch das Zinksalz konnte nicht krystallisiert erhalten 
werden. 

Der negative Erfolg dieser Versuche — negativ in bezug 
auf Krystallisierbarkeit — erinnert mich an die vor einigen 
Jahren von Felix Ehrlich und Lange’) gemachten Angaben 
iiber die partielle Umwandlung des Asparagins in eine amorphe 
Substanz unter Abgabe von Ammoniak bei langem Kochen. 
Am Schlu8 ihrer Arbeit bemerken die Autoren, dafi das saure 
asparaginsaure Ammonium unter gleichen Bedingungen eine 
ahnliche Umwandlung erfihrt. Es war denkbar, dafi die As- 
paraginsaéure auch beim Erhitzen auf 140° eine Umwandlung 
erleidet. Etwa 2 g Asparaginséure wurden im Gemisch mit 
Kieselsdure?) eingedampft, der Brei 4 Stunden bei 140° erhitzt, 
dann mit Wasser ausgezogen; die Lésung gab mit frischgefalltem 
Kupferhydroxyd ebenso schnell krystallisierendes asparagin- 
saures Kupfer, wie die nicht erhitzte Séure. Der Versuch ist 
allerdings nicht quantitativ durchgefiihrt. Da sich aber nicht 
der mindeste Unterschied gegeniiber der nicht erhitzten As- 
paraginsiure ergab, so darf man wohl annehmen, dah die 
Asparaginsiiure unverdindert war. 

Ich suchte nun festzustellen, ob ein Gemisch etwa gleicher 
Molekiile Asparaginsiure und Iséthionsiure sich zu Reagentien 

!) Biochem. Zeitschr.. Bd. 54, S. 256 (1913). 

*) Dies schien mir zweckmafhig, um die Einwirkung des Wassers 
etwas hinauszuziehen, d. h. zu verstarken. 
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anders verhalt, wie das Reaktionsprodukt. Zu den Versuchen 
diente eine 5°/oige wiisserige Lésung von Isathionsiure und 
eine ebensolche von Asparaginséure, beide genau mit Natron 
neutralisiert. Dabei konnte nur ein Unterschied festgestellt 
werden, der mir allerdings schlagend erscheint. Ein Gemisch 
gleicher Volumina dieser Lésungen gab mit Silbernitrat einen 
Niederschlag von asparaginsaurem Silber, das Reaktionspro- 
dukt, gleichfalls neutralisiert, nicht. Als aber diese Lésung 
einige Minuten in einem weiten Reagenzglas mit Natronlauge 
gekocht, dann nach dem Erkalten mit Salpetersiéure neutra- 
lisiert war, entstand auf Zusatz von Silbernitrat ein sowohl 
in Ammoniak als auch in Salpeterséure léslicher Nieder- 
schlag, der nichts anderes als asparaginsaures Silber sein 
konnte, herriihrend von einer Spaltung der Verbindung durch 
die Natronlauge. 

Dagegen fiihrte ein auf das Verhalten der freien Saure 
zu Kupferhydroxyd gerichteter Versuch zu keinem Resultat. 
Oben ist bereits angegeben, dafi das saure Reaktionsprodukt 
Kupferhydroxyd reichlich list; das tut aber auch das Gemisch 
von Asparaginsiure und Isathionsiure (gleiche Mol.), ohne daB 
es zur Ausscheidung von asparaginsaurem Kupfer kommt. Die 
Ursache dieser Erscheinung liegt daran, daf sich asparagin- 
saures Kupfer, wie besonders darauf gerichtete Versuche zeigten, 
reichlich in I[sithionsiure lost. 

Kin weiterer Beweis fiir die Bildung einer entsprechenden 
Isiithionylasparaginséure liegt in dem Verhalten der Lésung 
des Reaktionsproduktes beim Titrieren mit Alkali gegen- 
iiber dem Verhalten der Liésung eines entsprechenden Ge- 
misches von Isathionsiure und Asparaginsaure. 

Zu dem Zweck wurde zunachst das Alkalibindungsver- 
moégen der mir zu Verfiigung stehenden Asparaginséure und der 
(etwas schwefelsiurehaltigen) Isithionséure festgestellt. Hierzu 
diente eine L6sung von 1,33 Asparaginsaure in 200 ccm Wasser, 
die Lésung war also '/20 g molekular.') Da die Asparaginsaure 
2 Carboxylgruppen enthalt, hatte ich erwartet, da 20 ccm der 





1) Die Herstellung einer ‘/1o-Lésung ist durch die Léslichkeitsver- 
haltnisse der Asparaginsaure ausgeschlossen. 
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obigen Lésung 20 ccm "/10-Lauge beanspruchen wirden. Das 
war indessen nicht der Fall, schon bei Verbrauch von 9,8 cem 
(Phenolphthalein als Indikator) trat Endreaktion ein.‘) Die 
Isithionséure erwies sich als sehr annihernd richtig: 5,04 g 
kauflich = 2,52 zu 100 Wasser geldst, 10 ccm erforderten 
19,85 cem /10-Lauge. 

Nunmehr wurden 2,66 g Asparaginsiure unter Wasser- 
zusatz in 5,04 Isaéthionsdure unter Erwarmen gelist, die Lésung 
auf 100 ccm verdiinnt, nach dem Erkalten genaues Volumen 
hergestellt: es schied sich keine Asparaginséure aus, im Gegen- 
satz zu einer entsprechenden Lésung in Wasser. 10 cem 
dieser Lésung erforderten 39,2 cem ®/10-Lauge. Die Endreaktion 
war scharf und hielt sich unverindert. Die Lésung des Re- 
aktionsproduktes, auf 100 ccm gebracht, verhielt sich ganz 
anders und zwar ganz ahnlich, wie fiir die anderen Isithionyl- 
verbindungen der aliphatischen Amidosiuren beschrieben: auch 
hier wurde anfangs weit weniger Natronlauge verbraucht, die 
Endreaktion verschwand bis zum nichsten Tage, die Reaktion 
gegen Lackmuspapier war wieder sauer, es wurde wieder 
Natronlauge verbraucht usw.; erst nach 6 Tagen war eine 
bleibende Endreaktion erreicht nach Verbrauch von 36,6 ccm. 
Die Differenz gegeniiber der eigentlich erforderten 39,45 ccm 
erklirt sich durch unvermeidliche Verluste beim Schmelzen 
und Herstellung der LOsung. Das Verhalten war nur insofern 
etwas abweichend von dem der anderen Isiithionylverbin- 
dungen,”?) als gleich am ersten Tage mehr "/10-Lauge ver- 
braucht wurde, némlich 29,0 cem, vielleicht infolge eines un- 
vollstindigen Ablaufes der Reaktion beim Erhitzen auf 140° 
und daraus resultierender Beimischung von etwas freier Is- 
athionséiure und Asparaginsdure. 

Endlich wurde mit Riicksicht darauf, dai die Asparagin- 
sdure 2 Carboxylgruppen enthalt, noch gepriift, wie sich die 
Mischung von 2 Mol. Isathionséure und 1 Mol. Asparaginsiiure 





1) Im Beilstein, 3. Aufl., 5.1211, ist auch nur das Na-Salz C,H,NaNO, 
angefiihrt. 

*) Mindestens des Glykokolls und Alanins, wiihrend die des Leucins 
auch gleich anfangs relativ viel Alkali erforderte. 
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nach dem Schmelzen einerseits und eine entsprechende einfache 
Mischung anderseits beim Titrieren verhalt. Auch hier deuten 
die Erscheinungen auf Bildung einer Verbindung hin; von einer 
weiteren Verarbeitung des Reaktionsproduktes wurde indessen 
Abstand genommen, da die Aussicht, zu einer gut charakteri- 
sierten Substanz zu gelangen, vermutlich noch geringer war, 
wie bei der Anwendung iquimolekularer Mengen. 
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Uber aus Proteinstoffen bei tiefgreifender Spaltung mit Salpeter- 
sdure erhaltene Verbindungen. 


VI. Mitteilung. 
Von 
Carl Th. Mérner. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1917.) 


Der Hauptzweck der vorliegenden Untersuchungsserie 
war, wie aus der ersten Mitteilung!) hervorgeht, zu versuchen, 
die bei tiefgreifender Spaltung mit Salpetersiure aus Protein- 
stoffen entstehende organische Schwefelverbindung (Methyl- 
sulfosiiure) zu isolieren. Bei der Isolierung dieser Siure wurden 
indessen, in reichlichen Mengen, eine Anzahl Nebenprodukte 
abgeschieden, die behufs weiterer Untersuchung aufgehoben 
wurden («Rohkrystalle»>, «Atherverdunstungsrest» und «Ba- 
Spiritusfallung 1, 2 bzw. 3»). 

Die Mitteilungen [I?) und III*) enthalten einen Bericht 
tiber die Bearbeilung der «Rohkrystalle» (abgeschlossen) und 
des «Atherverdunstungsrestes» (teilweise). 

Es eriibrigt mir nun, wenn auch wenig Neues zu gewinnen 
gewesen ist, der Vollstindigkeit wegen die Resultate der fort- 
gesetzten Bearbeitung des «Atherverdunstungsrestes» sowie der 
zum Schluf{ vorgenommenen Bearbeitung der « Ba-Spiritusfallung 


1—3>» mitzuteilen. 


1. «<Atherverdunstungsrest> (Fortsetzung). 
Der durch Schiitteln der vereinigten Mutterlaugen von 
Roh-Kaliumpikrat mit Ather, bei essigsaurer Reaktion, und 
Verdunstung des Athers erhaltene Rest (in welchem, bei ein- 





') Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 175—202 (1914). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 263—309 (1915). 
3) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 89—92 (1916). 
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fachen Vorversuchen, nur Restportionen von p-Nitrobenzoesaure 
und Benzoesiiure angetroffen worden waren)') wurde einer 
weitgehenden, umstindlichen Fraktionierung unterzogen. Zu- 
naichst wurde das Ausgangsmaterial (Gewicht: ca. 25 g) durch 
fraktionierte Behandlung mit kochendem Wasser in 5 Fraktionen 
(a—e) zerlegt. 

Frakt. a (= die schwererlésliche, krystallisierende Hauptfraktion; 
Gewicht: 17,5 g); Bearbeitung siehe unten! 

Frakt. b, krystallinisch, von wesentlich derselben Beschaffenheit 
wie die vorige; die Menge ganz gering (unter 1 g). 

Frakt. c, krystallinisch; ergab bei fortgesetzter Fraktionierung mit 
Alkohol usw. zwei N-freie Siuren, Azaleinséure und Adipinsiure, offenbar 
entstanden lediglich durch Salpetersiureeinwirkung auf in dem urspriing- 
lichen Proteinstoffmaterial enthaltenes Fett. 

Frakt. d—e, bei gewoéhnlicher Temperatur von Olkonsistenz. In 
reinem Zustand wurde keine Substanz daraus isoliert; indessen wurde 
bei Destillation mit Wasserdampf eine Fraktion erhalten, die, dem inten- 
siven, eigenartigen Geruch und qualitativen Reaktionen nach zu urteilen, 
Phenylessigséure enthalten haben diirfte. 

Durch anhaltende Destillation von Frakt. a mit Wasser- 
dampf und weitere Bearbeitung des Destillats (Neutralisierung 
mit Kalilauge, Eindampfung auf geringes Volumen, Behandlung 
mit Knochenkohle, Freimachen der Saéure mittels Essigsaéure 
und wiederholte Umkrystallisierung aus warmem Wasser) wurde 
Benzoesaure in vollig reinem Zustand erhalten; ?) Schmelzen 
trat glatt bei 121—122° ein. 

Aus der im Destillationskolben zuriickgebliebenen Mischung 
wurde reichlich anwesende p-Nitrobenzoesaure durch mehrmals 
wiederholte Mg-Behandlung, *) gleichfalls wiederholtes Auskochen 
mit Kohlenstofftetrachlorid*) und Umkrystallisierung aus ver- 
diinntem Spiritus entfernt. Hierdurch wurde schlieBlich, wenn 
auch in relativ geringer Menge (3 g), eine Saure erhalten, die 
in allen denkbaren Hinsichten (Elementarzusammensetzung, 


') Vgl. Mitteilung III, a. a. 0., S. 89. 

*) Was nicht vollig bei der Bearbeitung der <Rohkrystalle» gelang 
(siehe Mitteil. II, a. a. O., S. 295, Anm. 3). 

*) Siehe Mitteil. II, a. a. O., S. 283. 

*) In kochender CCI, ist p-Nitrobenzoesaure nahezu unldslich, die 
m-Siure dagegen lislich im Verhiltnis von ca. 1g auf 40 ccm. 


reson le 
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Krystallform, Geschmack, Loéslichkeitsverhaltnisse und qualita- 
tive Reaktionen) gute Ubereinstimmung mit m-Nitrobenzoesiure 
zeigte; nur betreffs des Schmelzpunktes bestand ein Unter- 
schied; der Schmelzpunkt hielt sich, trotz Umkrystallisierungen 
der freien Siure, stets zu niedrig (unter 140°). Durch Uber- 
fiihrung der Séure in Mg-Salz, Zersetzung desselben mittels 
verdiinnter Salpetersiure und Umkrystallisierung der wieder- 
gewonnenen Siiure wurde indessen auch der genannte Unter- 
schied beseitigt; Schmelzpunkt danach: 140—141 ° (glatt). 


Elementaranalysen. ‘) 
Prap. 1. 3,906 mg ergaben 7,22 mg CO,, entsprechend 50,41 °/o C, 
3,906 >» > 0,96 » H,O, » 2,75 %o H, 
3,611 >» » (748 mm, 17° C.) 0,262ccm N, entspr. 8,41°%/o N. 
Prap. 2. 3,624 mg ergaben 6,63 mg CO,, entsprechend 49,89°/o C, 


3,624 >» > 0,95 » H,O, » 2,93°/o H, 
3,337 > > (741 mm, 16° C.) 0,245 ccm N, entspr. 8,46 9/o N. 
Berechnet fiir C,H, - NO, - COOH: Gefunden : 
C. 50,28 %o 50,15 °/o 
H 3,02 % 2.88 19 
N 8,39 %o 8,43 Jo. 


Es kann hiermit als bewiesen angesehen werden, dab 
auch m-Nitrobenzoeséiure — nach welcher Saure vergebens 
in der «Rohkrystall»-Fraktion geforscht worden ist?) — bei 
Salpetersdéureeinwirkung auf Proteinstoff gebildet werden kann, 
wenn auch ihre Menge verschwindend gering ist, verglichen 
mit der, in welcher die p-Isomere auftritt; approximativ kann 
das Verhiltnis zwischen den Mengen der beiden Isomeren 
geschatzt werden auf 1:50. Von der o-Saure (erkennbar an 
ihrem siigen Geschmack) ist auch jetzt nichts angetroffen 
worden. 

Da, wie bereits hervorgehoben worden, Benzoesaéure in 
der Proteinstoff-Saipetersdurereaktionsmischung auftritt und 
anderseits diese Siure bei direkter Nitrierung, wie Grief 
und Hollemann nachgewiesen haben, zur Entstehung von 





‘) Die in dieser Mitteilung angefiihrten Mikroelementaranalysen 
sind giitigst von Herrn Privatdozenten Dr. K. Almstrém in Upsala aus- 
gefihrt worden. 

2) Siehe Mitteil. Il, a. a. O., S. 285. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 
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m-Nitrobenzoesiure in weit iiberwiegender Menge fiihrt (wahrend 
die p-Séure nur mit einem einzigen Prozent an der Gesamt- 
ausbeute beteiligt ist), so ist es wahrscheinlich, daB die jetzt 
nachgewiesene m-Nitrobenzoesdure aus Proteinstoff mit Benzoe- 
siure als Mittelglied entstanden ist. 


2. «Ba-Spiritusfallung 1—3>. 
a) Betr. Baryummethylsulfonat. 


In der ersten Mitteilung') ist betont worden, daf die 
daselbst angegebenen Ausbeuten des Baryumsalzes der Methyl- 
sulfosiiure «Mindestwerte darstellen miissen, indem man hier 
mit betriachtlichen Verlusten an Substanz, teils in den gr6fSeren, 
voluminésen Fiillungen, teils in den Mutterlaugen, zu rechnen 
hat». Diese Annahme hat bei der jetzt vorgenommenen Be- 
arbeitung der betr. «Ba-Spiritusfallungen» Bestatigung erhalten. 
Wihrend die Gesamtmenge des bei dem methodischen Ver- 
fahren (wie es in der ersten Mitteilung beschrieben worden) 
isolierten Salzes 48,4 g betrug, sind bei der Bearbeitung der 
«Ba-Spiritusfillung 1 und 2» (vereinigt) weitere 29,7 g und 
aus der «Ba-Spiritusfallung 3» 17,2 g oder insgesamt 46,9 g 
erhalten worden, d. h. ungefihr ebenso viel, wie die urspriing- 
liche Ausbeute betrug. Auch mit diesem reichlichen Zuschuf8 
mu} die tatsichlich gebildete Menge doch die isolierte Gesamt- 
ausbeute tibersteigen, wesentlich infolge des stets unvermeid- 
lichen Verlustes in den Mutterlaugen bei der Reinigung des 
Salzes durch Umkrystallisierung. 


b) Betr. Bernsteinsaure. 


Bernsteinsiure ist bereits im «Atherverdunstungsrest>» (aus 
diesem isoliert in einer Menge von 2,2 g) angetroffen worden. ?) 
Aus den «Ba-Spiritusfallungen» sind ferner insgesamt 22,4 g 
Baryumsuccinat, entsprechend 10, 3 g der freien Sdure, isoliert 
worden. Fumarsaure, gleichwie Bernsteinséure schwerlésliches 
Ba-Salz gebend und von Miihlhauser’) als bei der Behandlung 
von Proteinstoffen mit K6nigswasser erhalten angegeben, ist 


41) a a O., S. 184. 
*) Siehe Mitteil. III, a. a. O., S. 90. 
’) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 101, S. 171—196 (1857). 
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dagegen, trotz darauf gerichteter Versuche, nicht mit Sicherheit 
nachgewiesen worden. Fumarsdure reduziert, als im Gegensatz 
zu Bernsteinséure eine Doppelbindung enthaltend, Kaliumper- 
manganat bei gewohnlicher Temperatur, sei es da dieses 
Reagens zu der wisserigen Lésung der isolierten Siéure oder 
zu dem Ba-Salz -+- verd. H,SO, hinzugesetzt wird. Durch An- 
wendung dieses Reaktionsverhaltens ist es mdglich gewesen, 
je nachdem Ba-Succinatfraktionen erhalten worden, diese auf 
die An- bezw. Abwesenheit von Fumarsiure hin zu kontrollieren. 
Nur eine solche Fraktion, herriihrend aus dem Proteinstoffoxy- 
dationsversuch IV (Ovomucoid), hat eine derartige Reaktion 
ergeben, dai die Anwesenheit eines geringen Bruchteils Fumar- 
siure als nicht ganz ausgeschlossen hat angesehen werden 


konnen. 
c) Eine Nitrosaéure: C,H,0,Nsg. 


Ganz zu Beginn der Bearbeitung der «Ba-Spiritusfallung 
1 und 2» (vereinigt), herrtihrend aus dem Proteinstoffoxy- 
dierungsversuch | (Serumeiwei),') wurde auf einfache Weise 
(bei Aufbewahrung von in Zimmerwaérme, unter mehrtigigem 
Schiitteln mit reichlicher Menge Wasser bereitetem, filtriertem 
Extrakt mehrere Tage lang im Kialteschrank) eine Portion 
(3, 6 g) eines harten, schweren, schwefelgelbe Prismen bildenden, 
bei Erhitzung explosiven Baryumsalzes erhalten. Aus nach 
Umkrystallisierung aus kochendem Wasser (Loslichkeit ca. 1: 
75) erhaltenem, sehr sch6nem Priparat (wohlausgebildete, rein 
schwefelgelbe, glasglinzende Prismen)?) wurde die Saure 
mittels verd. Salpetersaure freigemacht, gewaschen und im 
Exsikkator getrocknet. Die relativ schwerlésliche, jedoch durch- 
aus nicht unldsliche Saure bildet fast farblose (nur einen 


') Siehe Mitteil. I, a. a. O., S. 176. 

*) Dieses Praparat, bei der langsamen Abkiihlung der stillstehenden 
warmen Lésung erhalten, war frei von Krystallwasser. Ein anderes Pra- 
parat, bei Umriihren mit Glasstab aus einer zimmerwarmen, iibersattigten 
Lésung ausgefallen, von hellerer Farbe und aus nur unter dem Mikro- 
skop wahrnehmbaren Krystallen bestehend, enthielt 5 Mol. Krystallwasser ; 
vollstandig schwand es bei anhaltendem Trocknen bei 110°; nach dieser 
Prozedur war auch dieses Priparat von rein schwefelgelber Farbe. 

o* 
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schwachen Stich ins Gelbe zeigende) diinne Prismen, hat stark 
sauren Geschmak, reagiert kraftig auf Kongorot, schmilzt 
(unter Dunkelfaérbung und Gasentwicklung) erst bei ca. 300°. 
Die wiasserige Losung, die Kaliumpermanganat bei gewohnlicher 
Temperatur nicht entfarbt, gibt Fallung u. a. mit Silbernitrat 
(gelblich, gallertig), Mercuronitrat (gelbweif, kasig), Bleiacetat 
(hellgelb, feinkérnig), Cuprisulfat (hellblau, feinkrystallinisch; 
Rosetten von kleinen Prismen); wird nicht gefallt von Merkuri- 
chlorid oder Ferrichlorid. Bei Behandlung mit Zinkoxyd im 
Uberschu8 entsteht eine, auch bei Kochen, in Wasser nahezu 
unlosliche Verbindung. Die Séure gibt nicht schwerlésliches 
Kaliumsalz. Nach Zusatz von verd. Salpeterséure zu der 
Lésung des Kaliumsalzes kann die Siure mit Ather ausgeschiittelt 
werden, dagegen nicht nach Zusatz von Essigséure, auch in 
reichlichem Uberschu8, zu solcher Liésung, ein Zeugnis fiir 
den Charakter der Substanz als einer realativ starken Saure. 
Priifung auf Schwefel fallt negativ aus. | 


Elementaranalysen. 


1. Die freie Saure. 
a) 3,978 mg ergaben 4,48 mg CO,, entsprechend 30,72 °/o C, 


3978 >» >» 0,77 » H,O, > 2,17 % 0 H, 
b) 4,030 » >» 449 » CO,, > 30,39 %o C, 
4,030 »  » 0,79 » H,O, > 2,19 %Jo H, 


c) 3,892 >» » (750 mm, 16,1°) 0,896 ccm N, entspr. 26,83 °/o N, 
d) 2,913 » > (760 » ,15,2°)0,6615 » N, » 26,90°/0N. 


Berechnet fiir C,H,0,N,: Gefunden : 
(Mittel) 
C 30,56 °/o 30,50 °/o 
H 1,93°%o 2,18 %/o 
N 26,76 °/o 26,86 °/o. 


2. Das Ba-Salz (bei 110° getrocknet). 
a) 2,488 mg ergaben (748 mm, 15,3°) 0,393 ccm N, entspr. 18,42 °/o N, 
b) 5,234 » » 2,680 mg BaSO,, entsprechend 30,13 °/o Ba. 


Berechnet fiir (C,H,O,N,), Ba: 
N  18,70°%o, 
Ba 30,56 °/o. 
Hochst bemerkenswert ist die bedeutende Groéfe des 
Stickstoffgehalts. Da es in der Natur der Sache liegt, daB 
derselbe nur teilweise von NO,-Gruppe herriihren kann, so 
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hat man wohl hier zunichst an ein Imidazolderivat, mit dem 
Histidin des Proteinstoffs als Muttersubstanz, zu denken. Unter 
den bisher bekannten Verbindungen von der Formel C,H,0,N, 
befindet sich ein eine NO,-Gruppe enthaltendes Imidazolderi- 
vat, das auch als ein Harnstoffderivat der Brenztraubensdure 
betrachtet werden kann und daher Nitropyruvinureid genannt 
wird. Dasselbe ist synthetisch von Grimeaux!) dargestellt 
worden. Die laut der Beschreibung dieser Substanz zukom- 
menden Eigenschaften weisen gewisse Ubereinstimmungen mit 
denen der hier isolierten auf, ohne dai aber anderseits 
daraufhin eine Identifizierung mit Gewibheit angiangig ist. 
Identitat mit einer der tbrigen 7 beschriebenen Verbindungen 
von der erwahnten Formel (Dinitropyrrol, Nitrouracil, Nitroso- 
barbiturséure u. a.) scheint, aus dem einen oder anderen 
AnlaB, nicht in Frage kommen zu koénnen. In Anbetracht 
dessen und der Knappheit des verfiigbaren Materials?) mub 
die Frage nach der naheren Konstitution der im tibrigen cha- 
rakteristischen und als Proteinstoffderivat Interesse darbieten- 
den neuen Nitrosaure offen gelassen werden. 





Die Hauptmasse der aus den «Ba-Spiritusfillungen» mit 
Wasser herausgeliésten Ba-Salze — leichtlislich in Wasser, 
unléslich in Spiritus — halt sich, auch nach halbjahriger Auf- 
bewahrung in kaltem Zimmer, andauernd im Stadium eines 
homogenen, zahen Sirups, der von einer weiteren Bearbeitung 
keine Resultate erhoffen 1aBt. 


Anhang. 

Zum Schlufi seien hier ein paar mehr freistehende Be- 
obachtungen angefiihrt, die aus den Proteinstoffoxydierungs- 
versuchen V (Himoglobin) [1] und VII (Glutin) [2] herriihren. 

1. Wahrend der Ausschiittelung der urspriinglichen, sal- 
petersduresauren Reaktionsmischung mit Ather fiel aus der an- 
tangs klaren Fliissigkeit ein hellgelbes Pulver aus, das sich in der 


*) Ann. de chimie et de physique. Sér.V, Bd. 11, S. 378 (1877). 
7) Aus so reichlichem Ausgangsmaterial (Serumeiweif) wie 3,5 kg 
erhalten. 
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unteren sauren Flissigkeitsschicht schwebend erhielt. Man 
bekam den Eindruck, daB mit dem Ather ein Stoff oder einige 
Stoffe, die zuvor die fragliche Substanz in Lésung gehalten 
hatten, entfernt wurden. Das abgeschiedene Pulver (nach 
Trocknen 6 g), eine Saéure darstellend, wurde durch Zusatz 
von Kaliumcarbonat in etwas UberschuB (3 g) 4- etwas Wasser 
in Lésung gebracht, woraus bei freiwilliger, partieller Ver- 
dunstung krystallisiertes K-Salz (5 g) erhalten wurde. Nach 
Umkrystallisierung (groBe, rechteckige, fast farblose Tafeln) 
wurde in Wirme mit Essigsiure dekomponiert. Die freie 
Siiure, aus kochendem Wasser (1 : 200) unter Knochenkohle- 
zusatz umkrystallisiert, wurde in Form eines schweren, farb- 
losen Pulvers (ganz kleine, polygone Krystalle) erhalten. 

Die in Wasser duBerst schwerlésliche, in Ather unlés- 
liche, schwefelfreie Séiure schmilzt nicht bei Erhitzen, zersetzt 
sich aber, ohne Verpuffen, bei etwa 300° unter braunschwarzer 
Farbung, Aufquellen und Hinterlassung eines reichlichen, pordsen 
Kohlenrestes. Dabei weggehende Dimpfe reagieren stark alka- 
lisch und haben einen an Blausaure erinnernden Geruch. In 
schwefelsiiuresaurer LOsung wird Kaliumpermanganat reichlich 
bei gewOhnlicher Temperatur entfiarbt. 


Elementaranalysen. 


a) 4,816 mg ergaben 7,64 mg CO,, entsprechend 43,26 °%o C, 

4,816 » » 0,99 » H,O, > 2,30°%o H, 
b) 3,952 » > (762 mm, 16,5°) 0666 ccm N, entspr. 19,93°/o N, 
c) 3,655 » - (763 mm, 15,2°) 0,667 com N,~ » 19,86 %o N. 


Als einfachste Formel ergibt sich aus diesen Werten: 
C,H,O,N, (berechnet: 43,15°/o C, 2,18°/o H, 20,15°%/o N); 
eine Verbindung von dieser Formel (oder einem Vielfachen 
davon) ist bisher nicht bekannt. 

2. Bei dem Proteinstoffoxydierungsversuch VII, bei dem 
das Ausgangsmaterial (das Glutin) einer vorbereitenden Hydro- 
lyse mittels Chlorwasserstoffsiure vor der Behandlung mit 
konzentrierter Salpeterséure unterzogen worden war, wurde 
der Reaktionsverlauf durch die Cl-Kinwirkung kompliziert,') 


') Siehe Mitt. II, a. a. O., S. 264. 
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weshalb der Effekt in Wirklichkeit ungefiihr derselbe war, als 
wenn das Material direkt mit Kénigswasser behandelt worden 
ware. Unter solchen Umstanden vermift man hier das Produkt 
p-Nitrobenzoesaure. ') 

Indessen wurde hier ein krystallisiertes Produkt isoliert, 
das wohl mit Fug als ein der p-Nitrobenzoesdure in den iibrigen 
(durch Cl-Einwirkung nicht komplizierten) Proteinstoffoxy- 
dierungsversuchen, I—VI, entsprechendes Produkt betrachtet 
werden kann. Bei Verdunstung des, infolge der Abwesenheit 
von Nitroprodukten, nur blaf-gelben Ausschiittelungsithers 
wurde ein Riickstand erhalten, der verhiltnismiéfig um ein 
vielfaches gréSer war als bei den tibrigen Versuchen, der aber 
einen ganz anderen Charakter aufwies. Er bildete eine stark 
saure, dickfliissige, dlartige Fliissigkeit von stechendem Geruch 
(offenbar darstellend, was Mihlhauser’) mit dem Namen 
«Chlorazol» bezeichnet hat). Bei Verdiinnung mit mehreren 
Litern zimmerwarmem Wasser trat milchige Triibung ein. Nach 
24stiindiger Aufbewahrung bei kiihler Temperatur wurde die 
klare Fliissigkeit von einer pflasteriihnlichen Masse auf dem 
Boden des Gefiifies abdekantiert. Aus der klaren Fliissigkeit 
setzte sich wihrend 24stiindiger Aufbewahrung in kaltem Zimmer 
eine fast farblose, lockere Masse von diuferst schmalen Krystall- 
nadeln ab, die abgetrennt wurde (Gewicht: 4,5 g). Nach wieder- 
holter Umkrystallisierung erst aus warmem Wasser, schlieflich 
aus verdiinntem Spiritus wurde ein aus feinen, seidengliinzenden 
Nadeln bestehendes Praparat erhalten. Geruch schwach aro- 
matisch, Geschmack sauerlich-bitter. 


Elementaranalysen. 
a) 3,222 mg ergaben 4,91 mg CO,, entsprechend 41,59 °%/o C, 
3292 >» > 0,67 > H,O, > 2.33% H, 
b) 7,143 » » 10,50 » AgCl, , 36,37 Jo Cl. 
Diese Werte zeigen, dafi das erhaltene Priaparat, trotz 
der wiederholten Umkrystallisierung und des schonen Aussehens, 





') Daf Glutin, bei dazu geeigneter Versuchsanordnung, gleichwohl 

zur Entstehung auch dieses Produktes fiihren kann, ist an anderer Stelle 

(Mitteil. IV, Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 93—96 [1916}) nachgewiesen worden. 
*) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 90, S. 171—181 (1854). 
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nicht eine einheitliche Substanz ist, worauf auch die protrahierte 
Schmelztemperatur hinweist.!) Allem nach zu urteilen, liegt 
der Hauptsache nach eine Mischung von Dichlorbenzoe- 
siure (C-Gehalt: 43,98°/o) mit Dichloroxybenzoesaure (C- 
Gehalt: 40,58°/o) vor. Zu einer Dichloroxybenzoesianre («einer 
Bichlorosalicylsaéure») ist auch Mih|hauser?) gekommen, wenn 
auch auf mehr indirektem Wege, namlich dadurch, daf er «mit 
dem Hundertfachen rauchender Salpetersdure (spez. Gew. 1,5)» 
ein bei Kénigswasserbehandlung von Hiihnereiweifi erhaltenes 
Rohprodukt (von der empirischen Formel C,,H,,0,NCI,) destil- 
lierte. 


Zusammenfassung. 

Als Produkte tiefgreifender Salpetersiéureeinwirkung auf 
Proteinstoffmaterial sind, im Laufe der Arbeit, nachstende 11 
Verbindungen, siamtlich Siiuren darstellend, isoliert worden: 

Benzoesiure, 
Bernsteinsaure, 
Methylsulfosdure, 
Oxalsaure, 
Oxyisobuttersadure, (a-), 
Nitrobenzoesdaure, Para-, 
> Meta-, 

Pikrinsaure, 
Terephthalsaure, 
Saure: C,H,0,N,, 

> : C8 4.8,. 

Fiir Ovalsdure, p-Nitrobenzoesdure und Pilkrinsdure ist durch 
direkte Experimente festgestellt worden, welches Bruchstiick 
bezw. welche Bruchstiicke des Proteinstoffmolekiils die Ursprungs- 
quelle bilden. 





1) Beginnendes Schmelzen bei 158°; vollig klar erst bei etwa 


10 Grad dariiber. 
3) a. a. O. (1857), S. 180f. 
































Uber die Einwirkung von Diazomethan auf Hamine. 


Von 
William Kiister. 
Nach Versuchen der Herren Dipl. Ing. O. Geering u. O. Kusch. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der 
Technischen Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Sept. 1917.) 





Wahrend Bilirubin und Hiimatoporphyrin durch Diazo- 
methan vollstandig verestert werden, d. h. der Zweibasigkeit 
beider Stoffe entsprechend sich die Dimethylester bilden, stot, 
wie bereits kurz erwihnt wurde, die Veresterung des Haimins 
durch Diazomethan auf Schwierigkeiten.1) Diese Notiz griindete 
sich auf einen Versuch mit einem B-Brom-Himin, das mit Hilfe 
von Methylalkohol hergestellt worden war und allem Anschein 
nach durch Diazomethan keine Verinderung erfahren hatte. 

Wir haben nun einige weitere Héiminpriiparate der Ein- 
wirkung von Diazomethan ausgesetzt und, was zuniichst a- 
Himine betrifft, gefunden, daf nur wenige Prozente des ver- 
wendeten Chlor-Himins monomethyliert werden, «c-Brom-Hiéimin 
blieb sogar fast unberiihrt. 

Ein sehr bemerkenswertes Ergebnis wurde dann bei der 
Einwirkung von Diazomethan auf B-Hamine erhalten: 

1. Bei einem mit Hilfe von Athylalkohol dargestellten 
8-Chlor-Hamin, das ein Gemisch von 3 Teilen 6-Chlor-Himin 
mit einem Teil Monoathyl-Chlor-Hamin vorstellt, da es 0,93 °/o 
C,H, enthalt, wurden 70°/o des verwendeten Hamins mono- 
methyliert, d. h. das Priparat enthielt jetzt auf drei Teile Mono- 
methyl-B-Chlor-Himin einen Teil Monomethylmonoathylester. 

2. Ein Monoidthyl-Brom-Haémin wurde in den Methylathyl- 
ester tibergefiihrt und zwar fast vollstandig. 

3. Ein Monomethyl-Chlor-Haimin wurde nicht verandert. 


1) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 159 und 184 (1915). 
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4. Ein Himinpriaparat, das nur 0,5 °/o CH, enthielt, also 
etwa zur Halfte aus B-Chlor-Hamin, zur anderen aus dem Mono- 
methylester bestand, wurde zu etwa 50°/o der angewendeten 
Menge vollstandig monomethyliert. Aus diesen Befunden geht 
hervor, dai eine Veresterung des zweiten Carboxyls beim 6- 
Himin durch Diazomethan nur stattfinden kann, wenn das 
erste Carboxyl durch Athyl esterifiziert ist, woraus geschlossen 
werden kann, daf in den untersuchten Himinen durch Athyl- 
alkohol ein anderes Carboxyl verestert wird wie durch Methy]l- 
alkohol. — In diesen Ergebnissen liegt ein neuer Beweis dafiir 
vor, dah die beiden Carboxyle des Hiimins nicht gleichwertig 
sind, sondern durch die Gesamtkonfiguration verschieden stark 
beeinflu{t werden, und auch daftr, dai eine Beziehung zwischen 
Carboxylen, basischen Gruppen und der Halogeneisengruppe 
besteht und dafi das eine Carboxyl mit den basischen Stellen 
in engerer Beziehung steht wie das andere. Denn die Ver- 
hinderung der Esterifizierung durch Diazomethan kOnnte durch 
betainartige Bindung verursacht sein, im o-Brom-Hiimin wiire 
dann das Gleichgewicht: 


\ 


~~ 
COO—NH —? 
J ¥eBr E> J ~BrFe 
™ \ COOH Ny." i 
COO—NH ba 


Y/ 

weit nach links verschoben, im a-Chlor-Hiémin wiirde diese Ver- 
schiebung eine weniger weitgehende sein, insofern wenigstens 
das eine Carboxyl teilweise ausgeschaltet ist, so daf es der 
Veresterung zugiinglich wird. Ahnliches gilt dann fiir die Ver- 
esterung durch Methylalkohol, wihrend sich die Athylierung 
am anderen Carboxyl abspielt. Die Vorginge wiirden sich also 
wie folgt darstellen lassen: 


*% 
{ COO—NH 


\ 
cu0' a Vj 
% gron : ve 
A. | coo—Nu ad | cOOCH,, durch CH,N, keine Methylierung 

4 7 \ \ 
B. | COOH nak ss: COO—N—C,H, COO—NC,H, 

" GHop> Vj durch CH,N, —> y 
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wobei unentschieden bleiben mu, in welchem Grade das 
Gleichgewicht : 


4 / % 
A. COO—NC,H, FeBr €-% COOC,H, N—Fe 
/ * ON py 
nach rechts oder links verschoben ist.!) 

Eine Ausdehnung der Versuche auf weitere Himinpriiparate 
ist beabsichtigt, um eine breitere Grundlage zu gewinnen, die 
einen sicheren Einblick in die verwickelten, bei der Veresterung 
des Hiimins sich abspielenden Reaktionen gestattet. 


Experimenteller Teil. 


I. Zur Darstellung von B-Hamin dienten 10 Liter Blut 
eines 13jahrigen Wallachs (Oldenburger Schlag), der wegen 
Sehnenentziindung geschlachtet wurde. Durch Senkung ergaben 
sich 5 Liter BlutkOrperbrei, von denen je die Hilfte mit reinem 
Methylalkohol-Kahlbaum, dem 10°/o Wasser zugefiigt wurden, 
und mit 90°/oigem Athylalkohol nach der Methode von Mérner 
verarbeitet wurden. 

A. Produkt mit Methylalkohol. Ausbeute 11,5 g B-Hamin 
mit 1,25°/o CH,.?) 

(0.3258 g Substanz [110°] : 0,0638 AgJ). 

Durch dreimalige Behandlung mit Chloroform bei Z.-T. 
gingen 1,89 g in LOsung — beim dritten Mal nur noch 0,21 g —. 

a) Das geliste Haimin krystallisierte aus Methylathylketon 
in feinen Nadelchen, war unléslich in 4°/oiger Sodalésung bei 
Z.-T., léste sich aber beim Erwiarmen, stellte also ein Mono- 
methyl-B-Chlor-Haimin vor, was die Analyse bestitigte. 

0,3732 g Substanz (110°): 0,1150 AgJ == 1,96 °%/o CHy. 

Die Einwirkung von Diazomethan lief das Priparat 
unverdndert. 

0,4g wurden in 50cem Chloroform gelést mit 4 Molekeln 


1) Diese Darlegungen setzen voraus, dafs eine Umlagerung im Hamin, 
die zur Bildung einer Lactonsdure fiihrt, nicht in Frage kommt, vgl. 
diese Zeitschr., Bd. 99, S. 234/35 (1917). 

*) Die Methylierung war also bei diesem Praparat nur in geringem 
Grade eingetreten. 
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Diazomethan behandelt. Das aus der Chloroformlésung isolierte 
Reaktionsprodukt glich in allen seinen Eigenschaften dem ver- 
wendeten Hémin. 
b) Der durch Chloroform nicht geléste Teil des Roh- 

Hamins enthielt 0,8 °/o CHsg. 

0.5450 Substanz (110°) : 0,0700 AgJ 

0.3184 > = 1,74 ccm '/10-n-AgNO,,*) 
in 4°/oiger Sodalisung war er entsprechend schon bei Z.-T. 
léslich, beim Betupfen eines mikroskopischen Priaparates mit 
Methylithylketon erschienen sehr kleine Nadelchen. 


Durch die Einwirkung von Diazomethan wurde etwa 
die Halfte ener verwendeten Probe in Monomethyl-Hamin tiber- 
gefihrt. 

a) 0,5g wurden in Chloroform suspendiert und mit 4 
Molekeln Diazomethan behandelt, wodurch 0,22 g in Lésung 
gebracht wurden. Dieser Teil krystallisierte aus Methylathyl- 
keton in kleinen Nadelchen, war in 4°/oiger Sodalésung bei 
Z.-T. unldslich, léste sich aber beim Erhitzen auf. Der 
Methylgehalt betrug 2,41°/o (0,2013 g [110°] = 3,24ccm !/10-n- 
AgNO, nach Kirpal). Der in Chloroform unléslich gebliebene 
Teil war nicht methyliert worden. 

8) Bei Verwendung von Aceton an Stelle von Chloroform 
wurden durch dieselbe Diazomethanmenge von 0,5 0,28 g in 
das Lésungsmittel tibergefiihrt unter Monomethylierung. 


B. Produkt mit Athylalkohol. 2,5 Liter Blutkérperbrei 
gaben 11,6g 8-Hamin mit 1,1°/o C,H, (0,2836 Subst. [110°] : 
0,0253 AgJ.). Das Praparat léste sich bereits bei Z.-T. in 
4°/oiger Sodalosung. 

a) In Chloroform waren nur 0,67 g vom Gesamtpriaparat 
léslich. 

b) Der in Chloroform nicht losliche Teil krystallisierte 
aus Methylathylketon in kleinen Naédelchen, er enthielt 0,93 °/o 
CH; (0,2886 Subst. [110°] : 0,0198 C,H, (CH,), N-J (Will- 
stiitter). Methyl war nicht vorhanden. 


‘) Kirpal. Monatshefte, Bd. 36, S. 853 (1915). 
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Die Analyse nach der Methode von Kirpal, nach der sich 
nur Methyl nachweisen lassen soll, ergab doch 0,55°/o C,H,. 
(0,3605 Substanz [110°] = 0,69 ccm '/1:0-n-AgNQ,). 


Einwirkung von Diazomethan. 0,5 g wurden, in 
Chloroform suspendiert, mit 4 Molekeln Diazomethan behandelt, 
worauf in 12 Stunden allméhliche Losung eintrat.!) Danach 
waren nur 0,04 g ungeldst; der lésliche Teil erwies sich bei 
Z.-T. als unléslich in 4°/oiger Sodalésung, beim Erhitzen trat 
Lésung ein; aus Methylathylketon krystallisierte er in kleinen 
Nadelchen. 

Er enthielt 5,03°/o Chlor und 2,249/o CHy. 

(0,1810 Substanz [110°] : 0,0370 AgCl). 
(0,3910 Subst. [110°] : 6,58 cem 4/10-n-AgNO,, wovon unter Be- 
riicksichtigung des Fehlers durch Aufnahme von Athyl (s. 0.) 
0,72 ccm abgehen). 

Danach war gerade ein Molekiil Methyl zu dem vor- 
handenen Athy! eingetreten. 


II. Zur weiteren Beurteilung der Diazomethaneinwirkung 
diente ein Priéparat von §-Monoathyl-Brom-Hiimin, das von 
Herrn Préger aus 10 Litern Ochsenblut nach der Methode 
von Morner bereitet worden war. Nach Eintragen der Brom- 
wasserstoffsiiure war die schwefelsaure Loésung 5 Minuten im 
gelinden Sieden erhalten worden, worauf man langsam er- 
kalten lief. Das mit Petrolaéther extrahierte Priparat krystalli- 
sierte in wiirfeliihnlichen Formen, die durch Methylathylketon 
in lange, spitze Nadeln von betrichtlicher Groéfe tibergehen. 
In 5°/oiger Sodalésung ist es bei Z.-T. unldslich, dagegen 
ldslich in '/2-n-Natronlauge. Die Analyse bestitigte das Vor- 
liegen eines Monoiithyl-Brom-Himins. 

0,1594 Substanz (90°) : 0,3473 CO,, 0,0784 H,O und 0,0180 Fe,0,, 


0,1418 > : 0,0358 AgBr (Carius), 

0,223 > : 0,0794 AgJ (Zeisel)?), 

0,1386 > : 0,0470 AgJ ( » ), 

0,3891 > : 0,121 (CH,),C,H,NJ (Willstatter) kein Methyl. 





‘) Bei kiirzerer Einwirkung sind die Ausbeuten an dem in Chloro- 
form léslichen Teil bedeutend schlechter. 
*) Diese Analysen verdanke ich Herrn Dipl.-Ing. Otto Geering. 
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Cy,H,,0,N,FeBr. 
3er.: 59,67°Jo C 4,98%o H 7,74%o Fe 11,05°%o Br 4,0 % C,H, 
Gef.: 59.42% 547%  —-7,90%s 10,75 °/o 4,38 °/o 
4,17 °%/o 
4,19 °%o. 

Zur Behandlung mit Diazomethan wurde 1g in 45ccm 
Chloroform suspendiert und der Einwirkung des aus 2,5 ccm 
Nitrosomethylurethan entwickelten Gases 12 Stunden itiber- 
lassen. Nach Abdestillation des Chloroforms erwies sich der 
Riickstand in Methylathylketon zum groften Teil léslich, das 
Filtrat wurde stark konzentriert, wonach sich ein krystal- 
linischer Absatz einstellte. Unter dem Mikroskop waren wiirfel- 
artige Formen erkennbar, zumeist bildeten sie kuglige Aggre- 
gate. 96°/oige Essigsaure léste in der Hitze auf, beim Er- 
kalten fand aber keine Krystallisation statt. 

Von 5°/oiger Sodaldsung wurde das Priparat erst beim 
Erhitzen spurenweise angegriffen, wonach ein dialkyliertes B- 
Haimin vorliegen mufte, was die Analyse bestitigte. 

0,1819 Substanz (90°) : 0,4026 CO,, 0,0765 H,O und 0,0180 Fe,0, 


0,1945 > : 0,4279 CO,, 0,0930 H,O » 0,0210 Fe,0, 
0.1546 > (90°) : 10,6 cem N bei 22° und 743 B. 

0,2403 > (i.V.) : 0,0600 AgBr 

0.2364 > : 0,0632 (CH,),C,H,;NJ und 0,0752 (CH,),NJ ‘). 


C,,H,,0O,N,FeBr. Berechnet: 
60,16°)o C 5,15%oH 7,59°/o Fe 7,59%o N 10,84°/o Br 2,03 °/o CH, 3,93 %%o C,H, 
Gefunden: 
60,36%o C 4,67°o H 6,93%o Fe 
60,00°Jo C 5,3°%/o H 7,56%o Fe 7,7 % N 10,63%0 Br 2,2 Jo CH, 3,7 Jo C,H, 
Hiernach ist das B-Monoithyl-Brom-Hamin durch die Ein- 
wirkung des Diazomethans in den Methyl-Athylester des Brom- 


Himins tibergefiihrt worden. 


Il], Einwirkung von Diazomethan auf a-Hamine 
(bearbeitet von Herrn Dipl. Ing. O. Kusch). 
A. Chlor-Hamin. 
Das Praparat enthilt 5,35°/o Chlor und ist in 4°/oiger 
Sodalésung bei Z.-T. l6slich. 
(01476 Substanz [110°] : 0,0320 AgCl). 


') Diese Analysen verdanke ich Herrn Dipl. Ing. Otto Geering. 
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a) Nach der Einwirkung von Diazomethan auf eine Sus- 
pension von 1g a-Chlor-Hiimin in 70 ccm Chloroform waren 
0,27 g in Lésung gegangen. Dieser Teil ist jetzt unléslich bei 
Z.-T. in 4°/oiger Sodalésung, beim Erhitzen lést er sich; er ent- 
halt 2,5°/o CH, und 4,97°/o Chlor. 

0,2166 Substanz (110°) : 0,0866 AgJ. 0,1788 Substanz : 0,0360 AgCl. 

In geringer Ausbeute hat sich also das Monomethylhimin 
gebildet. 

8) Bei Verwendung einer Suspension in Aceton war die 
Ausbeute noch schlechter: von 1 g waren nur 0,06 g in Aceton 
léslich geworden und nach den Eigenschaften monomethyliert. 

Der in Aceton unldslich gebliebene Teil war schwach 
methyliert worden, eine Wegnahme von Chlor war nicht ein- 


getreten. 
0,1750 Substanz (110°) : 0,0220 AgJ = 0,8 °%o CH, 
0),2080 > : 0,0460 AgCl 5,43 °/o Cl. 

a-D e(hydrochlorid)-Hamin. 

Die Wegnahme des Chlors durch Anilin war bis auf 
0,8°/o gegliickt. 

(0,1734 Substanz [110°] : 0,0056 AgCl). 

Nach der Einwirkung von Diazomethan auf eine Suspen- 
sion von 1g in 100ccm Chloroform waren 0,22 g léslich ge- 
worden und in das Monomethylderivat iibergefiihrt worden. Die 
Herausnahme des Chlors hat also keinen Einflufi auf den Ver- 
lauf der Veresterung gehabt. 

B. a-Brom-Hamin. 

Das Priiparat enthalt 11,23°/o Brom und ist in 4°/oiger 


Sodaldsung loslich. 
0,1638 Substanz (110°) = 0,0436 AgBr. 


a) Nach der Einwirkung von Diazomethan auf eine Sus- 
pension von 1g in 55ccm Chloroform sind nur 0,05 g loslich 


und monomethylieit. 
Der Bromgehalt des unléslich gebliebenen Teils hat sich 


nicht verdndert. 
0,1608 Substanz (110°) : 0,0422 AgBr = 11,16°/o Br. 


B) Bei Verwendung von Aceton ergab sich kein besseres 
Resultat: von 1 g gingen nur 0,06 g in Lésung, die aus Methyl- 


| 
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aithylketon sehr schén krystallisierten und zwar in Form ge- 
kreuzter Spindeln. Nur dieser kleine Teil war, nach dem Ver- 
halten gegen 4°/oige Sodalésung zu schlieBben, monomethyliert 
worden. 

a-De-(hydrobromid)-Hamin. 

Die Wegnahme des Broms war bis auf 1,11°/o erfolgt. 

0,1884 Substanz : 0,0050 AgBr. 

a) Nach der Einwirkung von Diazomethan auf eine Sus- 
pension von 1 g in 100 cem Chloroform waren 0,2 g in Chloro- 
form léslich geworden, doch erwies sich dieses Praparat als 
nicht vollig monomethyliert, da es in 4°/oiger Sodalésung bei 
Z.-T. ein wenig léslich war. 

8) Bei einem 2. Versuch fanden sich nur 0,04 g in der 
Chloroformlésung, die nach dem Verhalten gegen Soda mono- 
methyliert worden waren. 























Uber die Veresterung und die empirische Zusammensetzung 
der Hamine. 
Von 
William Kiister. 





(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart). 


(Der Redaktion zugegangen am 16. September 1917.) 


In den beiden Abhandlungen iiber die Methylierung des 
Hamins und tiber Brom-Hamine!) sind einige Praparate beschrie- 
ben worden, deren Analyse Werte ergab, die mit der empirischen 
Zusammensetzung C,,H,,0,N,FeHlg. fiir das Haimin nicht vollig 
iibereinstimmten, es wurden vielmehr fiir den Kohlenstoff Zahlen 
erhalten, die den berechneten Wert bis zu 0,5 °/o iibertrafen. ?) 
Bei einigen dieser Praéparate konnte noch eine Nachpriifung 
erfolgen. Sie ergab als Grund fiir das Abweichen von den 
normalen Werten einen Gehalt an Athyl statt Methyl, daher 
stammend, daf der verwendete Methylalkohol Athylalkohol 
enthalten hatte, was wiederum dadurch bewiesen wurde, dah 
zwei neue fiir diesen Zweck mit Hilfe eines Gemisches der 
Alkohole hergestellte Praparate und zwar ein 6-Chlor- und 
ein 6-Brom-Himin sich ebenfalls als Gemische erwiesen, die 
neben Methylestern auch Athylester des Himins enthielten, wie 
die Bestimmung nach der von Willstitter*) angegebenen 
Methode ergeben hat. 

Durch die Feststellung, daf die mit Athylalkohol enthalten- 
dem Methylalkohol hergestellten Himinpraparate Athy] enthalten, 





1) Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 113 (1912) und Bd. 91, S. 115 (1914). 

*) Fir ein £-Chlor-Himin wurde dies besonders hervorgehoben, 
es trifft aber auch fiir eine ganze Reihe der beschriebenen 6-Brom-Himine 
zu, vgl. S. 136, 140, 144 und 145 der Abhandlung in Bd. 91. 

*) Untersuchungen iiber Chlorophyll, S, 225. | 
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wird die beobachtete Verschiedenheit in der Loslichkeit der 
Praparate z. B., die zunichst verwirrend wirken muBte, geklirt; 
es erscheinen aber auch die Schliisse auf die empirische Zu- 
sammensetzung des Hémins, die aus der Elementaranalyse abge- 
leitet wurden, beeintrachtigt. Doch geht schon aus der bereits 
erwahnten Tatsache, daf eine ganze Reihe der Priparate zu 
hohe Werte fiir den Kohlenstoff gab, hervor, dai die Formu- 
lierung mit 34 Kohlenstoffatomen fiir das Himin den analytisch 
ermittelten Werten am besten entspricht, und die im experimen- 
tellen Teil mitgeteilten neuen Analysen weisen ebenfalls mit 
grofter Wahrscheinlichkeit darauf hin, daf fiir das Haimin die 


Formulierung 
C,,H,,0,N,FeHlg. 


beizubehalten ist. 

Endlich mufi hervorgehoben werden, dai das Ergebnis 
doch in einer Beziehung zuniéchst wenigstens tiberraschen muf. 
Denn ein nach der urspriinglichen Methode Morners, d. h. 
mit reinem Athylalkohol hergestelltes Hamin stellt sich dar als 
ein Gemisch von Hiimin mit wenig monoiathyliertem Héamin, 
ein B-Hiimin dagegen, das mit reinem Methylalkohol bereitet 
worden ist, enthalt in der Regel Monomethyl-Haémin neben dime- 
thyliertem Hamin. Es war also nicht vorauszusehen, daf die 
Verwendung eines Gemisches der Alkohole das gleiche Ergebnis 
in Beziehung auf den Grad der Alkylierung haben wiirde wie 
die Anwendung reinen Methylalkohols, was aber nach dem 
Ausfall der analytischen Untersuchung doch der Fall war. 

Demnach mufi angenommen werden, dafi primér eine 
Methylierung des Himins stattfindet und daf sich der entstandene 
Methylester mit dem Athylalkohol sekundir umsetzt, wobei 
sich nunmehr dthyliertes Himin auf Kosten des methylierten 
bildet.1) Da nun, wie erwahnt, die Reaktion zwischen Himin 
und Methylalkohol vorwiegend zur Bildung des Monomethyl- 
esters fiihrt, wire also jetzt der diesem entsprechende Athyl- 
ester zu erwarten. In der vorgehenden Abhandlung wurde aber 
darauf hingewiesen, da bei direkter Einwirkung von Athyl- 
alkohol] auf Hamin ein anderes Carboxyl allem Anschein nach 


') Vgl. L. Cambi, Chem. Centr.-Bl. 1914, I, S. 1412. 
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verestert wird als bei der Einwirkung von Methylalkohol. Der 
Athylester des Himins, welcher sich durch das Gemisch der 
Alkohole bildet, sollte demnach das Isomere des Esters sein, 
der bei direkter Einwirkung von Athylalkohol entsteht. Und 
hierfiir spricht nun in der Tat nicht nur die verschiedene 
Krystallform der erhaltenen Produkte — hier prichtig aus- 
gebildete Wiirfel eines B-Monoathylbromhamins, dort undeutliche 
Krystallformen —, sondern auch das Verhalten gegeniiber einer 
5°/oigen Sodaldsung — hier Unléslichkeit, dort allmihliches 
Inldsunggehen bei Zimmertemperatur — und namentlich das 
Verhalten gegeniiber Diazomethan — hier weitere Methylierung 
bis zum Methylathylester, dort keine Einwirkung. 


Ehe ein abschlieBendes Urteil gefiallt werden darf, mu 
aber auch in diesem Fall Bestétigung durch weitere Versuche 
abgewartet werden, da eine andere MOglichkeit nicht ausge- 
schlossen ist, die zur Erkléirung der Beobachtungen ebenfalls 
geeignet ist. 

Bei verschiedenen Gelegenheiten wurde ja schon darauf 
hingewiesen, dafi vielleicht das Blut resp. das Himoglobin des 
Blutes fiir das Entstehen der beiden isomeren Ester verant- 
wortlich zu machen ist,') und schon Hoppe-Seyler dachte im 
Protoplasma der roten Blutkérper an chemische Bindung zwischen 
Lecithinen und Haimoglobin.?) Vielleicht handelt es sich auch 
um eine solche zwischen letzterem und Cholesterin. Zur Reini- 
gung mlssen die nach MOrners Methode gewonnenen £-Himine 
mit Petrolather ausgezogen werden, der immer Cholesterin fort- 
nimmt und daneben stark gefarbte Stoffe, die an rohes Wollfett 
erinnern. Es diirfte sich also um Ester des Cholesterins handeln, 
deren Vorkommen im Blute neben freiem Cholesterin nach- 
gewiesen ist. Es ware also auch nicht ganz unmdglich, dah 
im Hamoglobin selbst eine Verbindung vorliegt, an deren 
Zustandekommen Cholesterin beteiligt ist, und zwar kénnte 
dasselbe mit dem Hiimochromogen durch dessen eines Carboxyl 
esterartig verbunden sein, wahrend nur das andere verwendet 





1) Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 114 (1912); Bd. 91, S. 125 (1914). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 13, S. 479 (1889). 
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wird, um die Verbindung mit dem Globin zu bewerkstelligen. 
Solche Cholesterinester des Himoglobins resp. des Hamochro- 
mogens wirden dann an das Chlorophyll als Phytolester er- 
innern und bei der Herstellung von B-Hamin wiirde dann der 
Cholesterinrest durch Methyl oder Athyl ersetzt werden, gleich- 
wie bei der Einwirkung von Salzsaéure und Methylalkohol auf 
Phiaophytin Phytol durch Methyl ersetzt wird. Dann wiirde 
also der Gehalt an Alkyl in den §-Haiminen von dem Grad 
der Veresterung des Haimochromogens im Hiamoglobin mit 
Cholesterin abhiingig sein, und die Beobachtungen wiirden 
verstindlich, daB bei der Herstellung von B-Haimin mit Methy!- 
alkohol manchmal nur das Auftreten geringer Mengen alkylierten 
Hiimins beobachtet worden ist, obgleich es sogar auf die Ge- 
winnung der Ester abgesehen und die Ausfiihrung der Dar- 
stellung darauf hinausgehend geleitet worden war,') und dab 
anderseits weitgehendere Alkylierung eingetreten war, als der 
Regel nach erwartet werden konnte.?) 

SchlieBlich wiirde auch das Entstehen der isomeren Mono- 
alkylester des Himins bei der Bereitung des B-Hamins auf den 
Zustand des Blutes in jedem Einzelfall zuriickzufiihren sein, 
insofern als das eine oder das andere Carboxyl des Hamo- 
chromogens mit Cholesterin verestert war. Aus diesen Uber- 
legungen heraus ergibt sich aber die Notwendigkeit, das Blut 
eines jeden Tieres fiir sich bei der Herstellung von B-Hémin 
zu verarbeiten und auf Art, Geschlecht, Alter, Krankheiten, 
Ernihrungszustand genau zu achten, wahrend bisher meist 
Mischblut verschiedener Tiere benutzt worden ist. Der Anfang 
hierzu ist in dieser und der vorhergehenden Abhandlung gemacht 
worden. Aus den mitgeteilten Uberlegungen ergibt sich auch, 
daB die Veresterung bei der Bereitung der B-Hamine nicht erst 
durch das Hinzufiigen des Halogenwasserstoffs erfolgt, sondern 
schon beim Erhitzen des alkoholischen Auszugs durch die vor- 
handene Schwefelsiure bewirkt wird. Einen Anhaltspunkt hier- 
fiir ergibt ein im experimentellen Teil der folgenden Abhandlung 


') Vgl. das 5. Praparat von B-Haimin aus Pferdeblut mit nur 0,4°/o CH,, 
beschrieben in dieser Zeitschr., Bd. 91, S. 133 und 146 (1914). 
*) Ebenda, das 3. Praparat, S. 142. 
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beschriebener Versuch. Endlich kann aus einigen in der ersten 
Mitteilung uber Brom-Hamine beschriebenen Beobachtungen 
geschlossen werden, daf bei der Umscheidung alkylierter Hiimine 
mit Hilfe von Chinin oder Pyridin mit der Moglichkeit einer 
Verschiebung des Alkyls!) von dem einen zum andern Carboxyl 
zu rechnen ist und daf hierdurch die Anderung der Eigen- 
schaften, die festgestellt werden konnte, zusammenhiangt. Die 
genaue Untersuchung dieser Verhiltnisse, die ich mir vorbe- 
halten mochte, wird vielleicht auch ein neues Licht auf die 
von Willstatter beim Chlorophyll beobachteten Erscheinungen 
werfen, die als Umlactamisierung bezeichnet worden sind. 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung des B-Brom-Himins wurden 13 Liter eines 
13 jahrigen Pferdes verwendet, das wegen Bosartigkeit geschlach- 
tet werden mufte. Das Absetzen der Blutkérper ging sehr 
langsam vonstatten, sodaB nur 3 Liter Serum glatt abgehoben 
werden konnten. Die Verarbeitung erfolgte mit einem Methyl- 
alkohol, der Athylalkohol enthielt; der schwefelsaure Extrakt 
wurde 15 Minuten im Sieden erhalten, nach dem Abkiihlen 
auf 40° mit 25°/oiger Bromwasserstoffsdure gefillt, die mit 
Bromkalium gesiittigt war und zwar pro Liter Blut 28 ccm. 

Ausbeute an mit Petrolather?) extrahiertem Rohprodukt: 
52 g; hiervon gingen durch 4tégige Extraktion 10 g in Chloro- 
form tiber, von denen 4 g sehr leicht, 6 g schwerer im 
genannten Lésungsmittel léslich waren. Eine Probe der ersteren 
war bei Z.-T. in 5°/oiger Sodalésung nicht léslich, wohl aber 
beim Erhitzen, ein dialkyliertes Produkt lag also nicht vor.) 





!) Nachdem ein Athylgehalt der verwendeten Praparate festgestellt 
worden war, konnte daran gedacht werden, dafs die Anderung in der 
Léslichkeit durch Verdringung des Athyls hervorgerufen worden sei. 
Diesbeziigliche Bestimmungen ergaben aber, daf dies bei Zimmertemperatur 
nicht geschieht. Auch wurden verschiedene Eigenschaften vor und nach 
der Umscheidung bei einem Praparat beobachtet, das mit Hilfe von reinem 
Methylalkohol hergestellt worden war. 

*) Dieses Lésungsmittel nahm hier bemerkenswert viel Cholesterin fort. 

‘) Das Produkt erlitt bei dem Versuch, es aus siedendem Eisessig 
umzukrystallisieren, eine teilweise Umwandlung. Ein Teil blieb namlich 
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Eine Probe der 6 g, die aus Methylathylketon in kleinen, oft 
gekreuzten Nadelchen krystallisierten, léste sich in 5°/oiger 
Sodalésung bei Z.-T. allmihlich auf, wahrend die bei der 
Extraktion mit Chloroform zurlickgebliebenen Teile sofort lés- 
lich waren; in der Krystallform glichen sich beide Praparate 
vollstandig.!) Diese Loéslichkeit in 5°/oiger Sodalésung bei 
Z.-T. ist insofern bemerkenswert, als wir es in diesem in 
Chloroform recht schwer léslichen Praéparat mit einem mono- 
alkylierten B-Brom-Hémin zu tun haben,*?) das allerdings ein 
Gemisch vorstellt, wie die Analyse ergab. Es setzt sich nim- 
lich aus Monomethyl- und Monoathyl-8-Brom-Haémin zusammen: 
ersteres macht etwa !/s, letzteres */4 des Gemisches aus, da 
es 0,38°/o CH, und 2,6°%/o C,H, enthalt. 
0,4550 Substanz : 0,0235 N(CH,),J und 0,0888 (CH,),NC,H,J. 


Legt man also fiir das Himin die Formel mit 34 Kohlen- 
stoffatomen zugrunde, so setzt sich das Préparat zusammen aus 
1/4 (C,.H,,0,N,FeBr) und 3/4 (C,,H;,0,N,FeBr), bei 33 Kohlen- 
stoffatomen aus 1/4 (C,,H,,0,N,FeBr) und 3/4 (C,,H,;,0,N,FeBr). 

Die Analyse entschied fiir die erstere Formulierung mit 34 


Kohlenstoffatomen. 
CyasH yO gN gFe,Bry. 
Ber. : 59,54%o C 4,93°o H 7,77%o Fe 11,17 °%o Br 0,52/o CH, 3,02%o C,H, 
CysoH 420,,NieFe,Br,. 
Ber. : 58,86°%o C 5,00°/o H 7,91%o Fe 11,29%/> Br 0,53%o CH, 3,07 %o C,H, 
Gef.: 59,080  4,86°/o 10,99°%/o 0,38% 26 % 
0,1647 Substanz (90°) : 0,3568 CO, und 0,0720 H,O 
0.2400 » (90°) : 0,0620 AgBr. 


Durch Behandlung mit Diazomethan blieb nun dieses der 
unldslich zuriick (eine kleine Probe hatte sich vollstandig gelést) und er- 
wies sich gegen kochende Sodalésung bestindig, trotzdem er nur 3,13°/o CH, 
enthielt (0,1721 Substanz [90°] : 0,0845 AgJ, auf Athyl wurde hier nicht 
untersucht). Vielleicht war hier also eine Lactambindung eingetreten. 

') Diese Angabe bezieht sich auf das mikroskopische Bild nach der 
Behandlung mit Methylathylketon, vor derselben zeigten sich nur undeut- 
liche Krystallformen. 

*) Das in der vorhergehenden Arbeit beschriebene Monoiathyl-8- 
Brom-Hamin krystallisierte in Wirfelform und léste sich nicht in 5 %/oiger 
Sodalésung bei Z.-T. 





—— 











Uber die Veresterung und die emp. Zusammensetzung der Himine. 39 


Hauptmenge nach monoathylierte B-Brom-Haimin zu etwa 50°/o 
unverandert. 

2g wurden in 80 ccm Chloroform suspendiert und die 
Suspension mit der aus 5 ccm Nitrosomethylurethan entwickelten 
Diazomethanmenge behandelt. Nach 12stiindiger Einwirkung 
wurde filtriert, wobei 1 g zuriickblieb, welcher Teil sich in 
5°/oiger Sodalésung als léslich und damit als nicht weiter 
alkyliert erwies. Aus dem Filtrat wurde das Chloroform bis 
auf 25 ccm abdestilliert und, da ein Ausfall nicht eintrat, der 
Farbstoff mit Ather gefallt. Dieser Teil erwies sich als in der 
Sodalésung bei Zimmertemperatur unldéslich. 

Da das in der vorhergehenden Abhandlung beschriehene 
Monoathyl-8-Brom-Haimin unter gleichen Bedingungen durch 
Diazomethan jedenfalls zum gr6Bten Teil methyliert, d. h. in 
Methylathyl-8-Brom-Hamin tibergefiihrt wurde, ist es héchst 
wahrscheinlich, daf hier die beiden isomeren Athylester des 
8-Brom-Himins vorliegen. Der Grund fiir das Auftreten der 
isomeren Form wire dann darin zu suchen, dai bei der ersten 
Darstellung Athylalkohol benutzt wurde, der Carboxyl A ver- 
estert, bei der zweiten wurde ein, wie erwahnt, athylalkohol- 
haltiger Methylalkohol verwendet. Letzterer verestert aber 
Carboxyl B und das Athylprodukt ist dann sekundaér durch 
Verdringung des Methyls durch Athy] entstanden. 

Die eingehende Untersuchung mubBte leider aufgeschoben 
werden, da Herr Dipl. Ing. Otto Geering, der, verwundet aus 
dem Felde kommend, sich kurze Zeit mit Himinuntersuchungen 
befassen konnte, in eine Munitionsfabrik eintrat. Die folgenden 
Versuche des Herrn Dipl. Ing. O. Geering erbringen einmal eine 
Bestitigung dafiir, da8 ein mit Hilfe von Methylalkohol her- 
gestelltes 8-Brom-Hiimin durch Diazomethan nicht weiter- 
gehend methyliert wird, und dann sprechen die ausgefihrten 
Analysen erneut fiir die Formulierung des Hiimins mit 34 Kohlen- 
stoffatomen. 

Zur Verwendung gelangten 8 Liter Blut einer 15—16 
Jahre alten Stute; die Extraktion wurde mit reinem Methyl- 
alkohol (Kahlbaum) ausgefiihrt, dem 10°/o Wasser zugesetzt 
waren. Ausbeute 25 g gereinigtes Roh-Hamin. Bei der Extraktion 
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durch Chloroform ergab sich vollstandige Lésung! Ein Teil 
des Hamins hatte sich im Extraktionskolben wieder abge- 
schieden (A b), der andere (A a) war in Lésung geblieben. 

Aa. Nach Abdestillation von 2/s des Chloroforms wurde 
das Hamin durch Ather gefallt. Eine Probe war in 5°/oiger 
Sodalosung bei Z.-T. nicht léslich, beim Erhitzen wurde sie 
schwach angegriffen. Ein Dimethylhaémin lag also nicht vor, 
was die Analyse bestatigte, da nur 3,03°/o CH, enthalten waren, 
wonach es sich um ein aquimolekulares Gemisch von Mono- 
und Dimethylhaémin handeln muBte. 


C,,H,,0,N,FeBr -+ C,,H,,0,N,FeBr). 
Ber.: 59,41°%o C 4,89%o H 11,16%o Br 7,81°%o Fe 3,17%o CH, ~ 


C,,H,,0,N,FeBr ++ C,,H,,0,N,FeBr). 
Ber.: 58,72°o G 4,97%o H 11,35%o Br 7,94°o Fe 3,230 CH, 
Gef.: 58,98%o 524% —- 11,10 %o 7,760 3,03 Jo 
0,2055 Substanz (90°) : 0,4444 CO,, 0,0929 H,O und 0,0228 Fe,0, _ 
0,2232 > : 0,0582 AgBr (Carius) 
01125 » (i. V.) : 0,0535 AgJ (Zeisel). 

Es wurde nun versucht vollige Methylierung mit Hilfe von 
Diazomethan zu erreichen, zu welchem Zweck 2 g des Pra- 
parats in 90 ccm Chloroform gelést und mit der aus 5 ccm 
Nitrosomethylurethan entwickelten Diazomethanmenge 12 Stun- 
den in Beriihrung gelassen wurde. Hierbei hatte sich ein Nieder- 
schlag gebildet, der durch Filtration abgetrennt wurde. Aus dem 
Filtrat wurde das Chloroform gr6Btenteils abdestilliert und das 
Himin durch Ather gefillt. Dieser Teil verhielt sich gegen 
5°/oige Sodalésung wie das Haémin vor der Behandlung mit 
Diazomethan; die Menge betrug 1,6 g, der Gehalt an Methyl 
3,26°/o, es war also nur wenig mehr Methyl als vor der Be- 
handlung mit Diazomethan vorhanden, und dieser Zuwachs 
erklirt sich wohl daraus, daf8 wahrend der Behandlung eine 
teilweise Trennung des vorliegenden Gemisches von Mono- und 
Dimethylhaimin eingetreten war und das erstere sich als in 
Chloroform schwer léslich abgeschieden hatte. 

Die Elementaranalyse weist wieder auf ein Himin mit 


34 Kohlenstoffatomen hin. 
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0,2446 Substanz : 0,1266 AgJ = 3,26%o CH, 
0,1763 > (90°) : 0,3828 CO,, 0,085 H,O und 0,0190 Fe,0, 
= 59,22%o C 5,36% H 7,54%o Fe 


Ein Versuch, die Methylierung durch Diazomethan in 
Acetonlésung zu erreichen, ergab dhnliche Resultate wie bei 
Anwendung von Chloroform. Das Hauptprodukt enthielt hier 
3,4°/o CH. 

0,1042 Substanz : 0,0556 AgJ. 

Der in Chloroform schwer lésliche Teil (A b) gab bei der 
Analyse folgende Werte: 

0,1920 Substanz (90°) : 0,4159 CO,, 0,810 H,O und 0,0221 Fe,0, 


0.0886 >» (»):0,0239 AgBr 
0.1516 »  (i.V.): 0,0452 AgJ 
Cy H,,0,N,FeBr. 


Ber.: 59,16°%o CG 4,79% H 7,89%o Fe 11,27%o Br 2,11 °%o CH, 
Gef.: 59,08 °/o 4,69 °/o 8,06 °/o 11,48 °/o 1,90 °/o 

Die Analyse bestatigte also wiederum die Formulierung 
mit 34 Kohlenstoffatomen fiir das Hiimin und ergab das Vor- 
liegen eines Monomethyl-8-Brom-Hamins. Es léste sich in 
5°joiger Sodalésung bei Z.-T. auf, verhielt sich also wie das 
auf Seite 38 beschriebene Priparat. 

Ein Versuch, durch Behandlung mit Diazomethan in 
Acetonsuspension weitere Methylierung zu erreichen, erwies 
sich insofern vergeblich, als kein Himin in Lésung ging, doch 
léste sich das Reaktionsprodukt erst in erwairmter Sodalésung 
auf. Dieselbe Eigenschaft zeigte ein durch Umscheidung bei 
Z.-T. erhaltenes Priparat, zu welchem Zweck 2 g des 6-Brom- 
Haimins Ab mit Hilfe von 1g Chinin und 15 ccm Chloroform 
gelost und filtriert wurde, worauf mit zweimal je 5 ccm 
Chloroform nachgespiilt und dann das Filtrat in 100 ccm 
90°/oigem Methyla!kohol, der 2,5 ccm 25°/oige Bromwasserstoff- 
sdure enthielt, eingetragen wurde. Das im Lauf von 24 Stunden 
abgeschiedene Hiaimin betrug der Menge nach 1,2 g und kry- 
stallisierte in Wiirfelform. Eine weitere Methylierung war 
nicht eingetreten, da nur 1,68°/o CH, enthalten waren (0,1211 
Subst. : 0,0319 AgJ). 

Es bedarf daher weiterer Untersuchungen, ob etwa eine 
Isomerisation eingetreten ist. 
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Bestimmung von Athyl neben Methyl in einigen Himin- 
praparaten. 

a) ®-Chlor-Himin (Diese Zeitschr. Bd. 82, S. 130, Roh- 
produkt I und II, die in Chloroform léslichen Teile). Die mit- 
geteilten Analysen hatten 64,5 und 63,6°/o C bei 3,9°/o CH, 
ergeben, anstatt wie berechnet 63,57°/o C fiir ein Dimethyl- 
8-Chlor-Himin. Nunmehr wurde festgestellt, da’ das Praparat 
2,30°/o CH, und 1,89°/o C,H, enthalt. 

0,2315 Substanz (105°) = 0,0714 N(CH,),J und 0,0322 N(CH,),C,H,J. 

b) B-Brom-Hémin (Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 147, Roh- 
produkt V Fraktion A a) hatte 2,9°/o CH, ergeben; die neue 
Bestimmung zeigte, daB 1,91°/o CH, und 1,82°/o C,H, vor- 
handen sind. 

0,1745 Substanz (110°) = 0,0449 N(CH,),J und 0,0235 N(CH,),C,H,J. 

c) Ein neu hergestelltes Praparat von B-Chlor-Hamin, bei 
dessen Gewinnung ein athylalkoholhaltiger Methylalkohol ver- 
wendet worden war. 

Fraktion C (in Benzol und Chloroform nicht léslich) 


0,2182 Substanz (105°) : 0,0100 N(CH,),J und 0,0195 N(CH,),C,H,J 
— 0,34 of, CH, » 1,2% C,H,. 
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Uber die Einwirkung von Anilin auf Hamine und die Umscheidung 
derselben nach der Essigsduremethode. 
Von 
William Kiister. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Techn. Hoch- 
schule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. September 1917.) 


In der ersten Mitteilung tiber Brom-Himine!) hatte ich 
den Vorschlag gemacht, die nach der Methode von MoOrner, 
d. h. mit Hilfe von Alkoholen hergestellten Hamine als B-Formen 
von den Haminen und ihren Derivaten zu unterscheiden, die 
mit Hilfe von Essigsiiure gewonnen worden sind, und letztere 
als a-Hiimine zu bezeichnen, nachdem sich einige Anzeichen 
dafiir ergeben hatten, daf nicht nur die Krystallformen der 
beiden Haminarten verschieden sind, sondern da auch che- 
mische Verschiedenheiten vorhanden sein diirften. DaB eine 
Umwandlung der 8-Form in Teichmannsche Krystalle(a-Form) 
stattfinden kann, wurde schon vor 12 Jahren?) und zwar mit 
einem Priiparat von £-Chlor-Haimin gezeigt, das mit Hilfe von 
Athylalkohol hergestellt worden war,*) ebenso gelang es da- 
mals, ein fB-De(hydrochlorid)himin in die o-Form iiberzu- 
fiihren.‘) Selbstverstandlich gelang auch die Wiederanlagerung 
der Elemente des Chlorwasserstoffs an das a-De(hydrochlorid)- 
hamin. Um so auffalliger mufte es erscheinen, dafi aus 
einem Praparat von a-De(hydrobromid)hémin nur a-Chlor- 
Hamin und zwar in mangelhafter Ausbeute, nicht aber a- 





1) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 120 (1914). 

*) Ebenda, Bd. 40, S. 404 (1904). 

8) Auf die Héhe des Gehalts an Athyl war damals kein Gewicht 
gelegt worden. 

‘) In beiden Fallen war die Uberfithrung nur mit Chinin oder Pyridin 
und Chloroform, nicht aber mit alkoholischem Ammoniak gegliickt. 
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Brom-Hamin zuriickerhalten wurde, und dai aus einem 6- 
De(hydrobromid)héimin weder ein Chlor- noch ein Brom-Hamin 
regeneriert werden konnte.'!) Spiéter gelang es dann Herrn 
Lobmiller, an ein neues Praparat von a-De(hydrobromid)- 
himin Bromwasserstoff anzulagern und ein in Teichmann- 
schen Formen krystallisierendes Hamin zu erhalten. Leider 
wurde dabei auf die ni&heren Bedingungen, unter denen es 
entstanden war, nicht genau genug geachtet, auch ist das 
Ende Juli 1914 hergestellte Priparat infolge der bei Kriegs- 
ausbruch sich einstellenden Unruhe abhanden gekommen. 
Anderseits steht es fest, dafi dieses a-De(hydrobromid)hamin 
aus einem a-Brom-Hamin hergestellt worden war, das aus 
Ochsenblut gewonnen wurde, wiihrend die Herkunft des von 
Reihling und mir benutzten a-Brom-Hiimins nicht mit Sicher- 
heit angegeben werden kann; wahrscheinlich ist es aus Pferde- 
blut dargestellt worden. Wie sehr es ferner bei der Uber- 
fiihrung von De(hydrohalogen)himinen in Hamin, wie bei der 
direkten Umscheidung von Haminen, auf die Bedingungen des 
Versuchs ankommt, lehren einmal schon die 1904 gemachten 
Beobachtungen, dai aus 6-De(hydrochlorid)hamin nicht immer 
Himin zuriickerhalten werden konnte, und dann neue Versuche 
mit einem $-Chlor-Hamin, das nach Morners Methode, also 
mit Hilfe von Athylalkohol dargestellt worden war, die zu- 
nichst zeigen, dafi beim direkten Umscheiden von B-Hamin 
sowohl Krystalle der a- wie solche der £-Form ausschlieBlich 
auftreten kénnen und da8 in anderen Fallen ein Gemenge 
beider Formen erhalten wird. Jedenfalls war es bei diesem 
Priiparat, das 1,3 °/o Athy] enthielt, gelungen, die vollstandige 
Umwandlung der B- in die a-Form durchzufiihren, wofiir auch 
die Analysen sprachen, die den richtigen Gehalt an Chlor 
resp. Brom anzeigten. Auch war es schon friiher Herrn Lob- 
miller gelungen, dasselbe Himinpraparat und ein anderes, 
das sogar 1,6°/o Athy] enthielt, mit guten Ausbeuten umzu- 
scheiden. Bei letzterem wurden dann meist Teichmannsche 
Formen mit wenigen Krystallen der B-Formen gemengt erhalten. 
Eine Verseifung war eingetreten, aber nur in geringem Mage. 
a Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 138 und 148. 
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Versuche, die Herr Lobmiller alsdann mit einigen p- 
Brom-Haminen anstellte, bestaétigten im wesentlichen das von 
Reihling und mir eriibrigte Resultat, wonach bei deren di- 
rekter Umscheidung Stoffe mit richtigem Bromgehalt nicht 
erhalten werden konnten. Eine Ausnahme machte nur das in 
der ersten Abhandlung iiber Brom-Himine beschriebene Pra- 
parat Nr. V aus Pferdeblut, dessen Umscheidung uns ebenfalls 
nicht gelungen war, wahrend Herr Lobmiller unter Einhaltung 
scheinbar derselben Bedingungen aus diesem in Wiirfeln kry- 
Stallisierenden Hiamin prachtvolle Teichmannsche Formen 
nach der Essigsiuremethode sowohl mit Pyridin- wie Chinin- 
Chloroform als Lésungsmittel fiir das Himin erhielt. Nun war 
bei diesem Priparat der Alkylgehalt sehr gering, er betrug 
nur 0,4°/o Methyl, wéhrend die anderen untersuchten Brom- 
Hamine stirker alkyliert waren. Methyl- und Athylbestim- 
mungen, die nach der Erkenntnis, da letzteres vorhanden ist, 
ausgefiihrt wurden, machten es dann nicht unwahrscheinlich, 
dafi die Wiederanlagerung von Bromwasserstoff um so besser 
gelingt, je weniger Methyl im Verhialtnis zum Athyl vorhanden 
ist. Anderseits gab aber auch ein Praparat von £-Athyl- 
himin mit 1,8 °/o Athyl ein unbefriedigendes Resultat bei der 
Umscheidung nach der Essigséiuremethode, und ein §-Athyl- 
himin mit 4°/o Athyl, das also als Monoathylhimin aufzufassen 
ist, versagte volistandig, auch nachdem es mit Methylithyl- 
keton behandelt worden war, unter dessen Einwirkung sich 
die wiirfelférmigen Krystalle in Spindeln verwandeln.') 

Es wurde dann noch ein £-Chlor-Hiimin, das mit Hilfe 
von Methylalkoho! hergestellt worden war und 1,65°/o Methyl 
enthielt, auf die Moglichkeit der Umscheidung untersucht mit 
dem Resultat, dafi nur ein unreines Himin erhalten wurde. 
Danach darf behauptet werden, da ein Gehalt an Methyl die 
Umscheidung ungiinstiger beeinfluBt als ein solcher von Athyl, 
und ein Gehalt an Brom ungiinstiger wirkt als ein solcher 
an Chlor. Diese Beeinflussung zeigt sich nun, wie der ana- 





1) Diese Wirkung des Methylathylketons wurde bei allen bisher 
untersuchten, in Wiirfelform krystallisierenden B-Haminen festgestellt und 
kann bei der Untersuchung unter dem Mikroskop leicht beobachtet werden. 
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lytische Befund erwies, darin, daf entweder Gemische von 
Hamin mit De(hydrohalogen)himin entstehen, welch letzteres 
durch mit verdiinnter Schwefelsiure angesduerten Methyl- resp. 
Athylalkohol gelést wird, so daB erst der Halogengehalt des 
Riickstandes den berechneten Wert erreicht, oder daB sich 
ein «Hamin» bildet, das zwar den richtigen Halogengehalt auf- 
weist, aber die fiir echte a- wie §-Himine charakteristische 
Unloéslichkeit in angesaéuertem Alkohol nicht besitzt. Neben 
den echten Himinen miissen danach Pseudo-Hamine existieren 
und, da sich letztere in B-Hamine verwandeln lassen, stellen 
sie Ubergangsprodukte zwischen diesen Himinformen und den 
De(hydrohalogen)himinen vor. Wenn sich nun, wie ich friher 
schon betont habe, die direkte Umscheidung der Hiamine mit 
Hilfe von Pyridin oder Chinin in der Art vollzieht, dab es 
intermediéir zur Abspaltung von Halogenwasserstoff kommt, 
der dann wieder angelagert wird, so besteht eine Analogie 
mit dem Chemismus, der sich bei der Einwirkung von Anilin 
auf die Himine abspielt, und es lassen sich die Erfahrungen, 
die bei der Untersuchung der mit Hilfe von Anilin hergestellten 
bis jetzt als De(hydrohalogen)héimine bezeichneten Stoffe ge- 
sammelt worden sind, auf die direkte Umscheidung der Haimine 
anwenden. Nun zeigt ein Vergleich der mit De(hydrohalogen)- 
haminpraparaten ausgefiihrten Analysen, daf wir es mit einem 
Gemisch von Stoffen zu tun haben, die sich aus den Himinen 
teils durch Abspaltung von Halogenwasserstoff, teils dadurch 
gebildet haben, dafi das Halogen durch Hydroxyl! ersetzt wird. 
Im letzteren Fall haben wir einen Stoff zu erwarten, der in 
Anlehnung an die genauere Bezeichnung der Hamine als Chlor- 
resp. Brom-Haimine passend Hydroxy-Himin genannt werden 
kann und wohl zu unterscheiden ist vom Hamatin, das zwar 
dieselbe prozentische Zusammensetzung, aber schon duferlich 
ganz andere Eigenschaften aufweist. Dieses Hydroxy-Hamin 
denke ich mir aus dem Chlor- resp. Brom-Haémin dadurch 
entstanden, dafi es zunachst zu einer Einlagerung der Base 


in die Halogenferrigruppe des Hamins kommt: 

. H,0 . 

>Fe—Halog. -++ C,H,—NH, —> /Fe—NH,C,H, +» pkeOH + NH,C,H, 
| | 


Halog. Halog. 
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worauf hydrolytische Spaltung stattfindet. Fiir das Pyridin 
ist ein gleiches Einlagerungsvermégen bereits bewiesen,!) das 
Chinin wird sich ahnlich verhalten. Das Hydroxy-Hiimin list 
sich nun in mit verdiinnter Schwefelsdure angesiuerten Alkohol 
auf; im Gegensatz zu den echten Haéminen kann hier also wie 
beim Haimatin und bei den Pseudo-Himinen Salzbildung statt- 
finden, und es ist anzunehmen, daf diese am basischen Stick- 
stoff eintritt; namentlich im Hinblick auf die Tatsache, dab 
auch das Hamatoporphyrin gerade ein leicht lésliches Sulfat 
bildet.2) Wahrend also, wie ich friiher bereits geschlossen 
habe,*) im Hamin die Beziehungen, welche zwischen den ba- 
sischen Stellen des Molekiils mit der Chlorferrigruppe bestehen, 
die Salzbildung am Stickstoff ausschlieBen, tritt letztere nach 
Ersatz des Chlors durch Hydroxyl ein, und wenn sich die 
Pseudo-Hamine hierin dem Hydroxy-Hémin anschliefen, kénnen 
auch sie das Chlor nicht am Eisen gebunden enthalten. Dem- 
nach ist bei ihnen Salzbildung am Stickstoff anzunehmen, wo- 
mit die Leichtabspaltbarkeit des Halogenwasserstoffs im Ein- 
klang steht, da die Basizitét des Pyrrolenrings nur schwachen 
Charakter haben diirfte, wéhrend das Eisen entweder mit 
einem Hydroxyd oder mit dem einen der beiden Carboxyle 
verbundenist. Der Ubergang eines echten Hamins in die Pseudo- 
form und die Riickverwandlung in das erstere wiirde sich also 
durch die folgende Formulierung versinnbildlichen lassen, in 
welcher der Einfachheit halber nur die eine basische Gruppe 
aufgefiihrt ist: 


I. II. III. 


COOH YN - Ref —» COON Fet — > COON Fe 
, (Jf ) (pf tt)» 
1V. V. 


—-» COOH >N’ Fe <—  COO—NH FeCl 

Cl 
') Vgl. A. Hantszch und K.H. Meyer, Berichte, Bd. 43, S.336 (1910). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 61, S. 174 (1909). 


*) Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 119 (1912), Anm. 3. 











48 William Kister, 


Der Unterschied zwischen a- und 8-Héminen diirfte end- 
lich darin bestehen, da’ das Gleichgewicht zwischen Carboxyl, 
basischem Stickstoff und der Halogenferrigruppe, welches durch 
die Formelbilder IV und V wiedergegeben ist, sich je nach 
dem LOsungsmittel nach rechts oder links verschiebt, auch 
diirfte die Art des Halogens hierbei von EinfluB sein. Es ist 
aber auch nicht ausgeschlossen, daB das zweite Carboxyl und 
das zweite basische Stickstoffatom des Himinmolekiils eine 
Rolle spielen, daBi also Isomeriefalle vorhanden sein kénnen, 
wie sie von R. Willstatter beim Chlorophyll angenommen 
werden, denn bei den methylierten resp. athylierten Himinen, 
also bei den B-Formen, kompliziert sich der Chemismus der 
bei der Umscheidung sich abspielenden Reaktionen in auf- 
falliger Weise, und es ist einleuchtend, daB die Verhaltnisse 
verwickelter werden miissen, wenn beide Carboxyle mitwirken, 
ihre Verschiedenheit vorausgesetzt, die durch ihre verschiedene 
Stellung im Molekiil, etwa dadurch, daf das eine an einem 
echten Pyrrolring, das andere an einem basischen Pyrrolenring 
haftet, bedingt sein kann, und daf endlich eine ganz besondere 
Verschiedenheit hervortreten wird, je nachdem das eine oder 
das andere Carboxyl verestert ist. Diese schwer zu iiber- 
sehende Frage ist noch nicht diskutabel, ich beschranke mich 
daher auf den skizzierten Gleichgewichtszustand im Hémin- 
molekiil. Hier wird unter dem Einflu{ des Anilins nur der 
am Eisen haftende Teil des Halogens im Sinne der Formeln 
I und II reagieren, wobei ein De(hydrohalogen)hémin entsteht, 
in welchem das Eisen mit einer Valenz an Sauerstoff ge- 
bunden erscheint.1) Der andere Teil zeigt die Anordnung 


\cl 
N—Fe/ 
be 


VA 
Basen *) zur Halogenwasserstoffabspaltung kommt in der Weise, 


') Diese Auffassung der Struktur der De(hydrochlorid)himine wurde 
friiher ausschlieflich in Betracht gezogen und dirfte beim a-De(hydro- 
chlorid)himin die Hauptreaktion vorstellen. 

*) Eine Verschiebung des Gleichgewichts kann durch die Wirkung der 
organischen Basen kaum angenommen werden, weil die beiden im Gleich- 
gewicht befindlichen Grenzzustinde zu gleicher Zeit angegriffen und beide, 
wenn auch in verschiedenem Sinne, veriindert werden, es miihte denn die 


und wenn es hier unter der Wirkung der organischen 
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daB das Wasserstoffatom einem Carboxyl entnommen wird, 
so wird sich doch ein De(hydrohalogen)himin gebildet haben, 
in dem auch die dritte Valenz des Eisens am Stickstoff haftet: 


ss \ 
ane wine Auber dem schon erwiéhnten Hydroxy-Hamin 


laBt sich also bei der Einwirkung von Anilin auf ein Haimin 
die Bildung zweier De(hydrohalogen)hamine voraussehen, die 
als O- und N-Derivate unterschieden werden mégen. Sie werden 
abweichende Eigenschaften aufweisen dadurch, da8 die Bin- 
dung, welche das Eisen mit seiner dritten Valenz eingeht, 
beim O-Derivat leichter gespalten wird, wie beim N-Derivat, 
dafi also beim Vorliegen der Stickstoff-Eisen-Bindung die Ein- 
lagerung von Siuren und damit die echte Haiminbildung schwie- 
riger erfolgt als beim O-De(hydrohalogen)himin. Fiir diese 
Auffassung sprechen nun auch zwei experimentelle Beobach- 
tungen. Die eine ist schon friiher') gemacht worden und 
betrifft die De(hydrochlorid)-Monomethyl-B-Haimine. Sie wurden 
in Methylalkohol gelést, der einige Tropfen verdiinnter Schwefel- 
séure enthielt, und die kochende Lésung durch Salzsiure ge- 
fallt, wobei ein Himin ausfiel, das einen dem _ berechneten 
nicht ganz entsprechenden Chlorgehalt aufwies und, was be- 
sonders auffiel und hervorgehoben wurde, nur einen unbedeu- 
tenden Zuwachs im Methylgehalt erfahren hatte, wahrend 
Hamatin und das nicht methylierte De(hydrochlorid)hamin unter 
denselben Bedingungen glatt dimethyliert wurden. Ich schliefe 
nunmehr hieraus, daf bei der Einwirkung von Anilin auf die 
damals untersuchten Monomethyl-f-Chlor-Haémine hauptsachlich 
N-De(hydrochlorid)himin entstanden ist, daneben hat sich 
Hydroxy-Haémin gebildet, wie aus den Analysen hervorgeht. 
Das letztere wird bei dem eingeschlagenen Verfahren voll- 
staindig verestert und daher riihrt der Zuwachs an Methyl, 
das erstere nicht und deshalb kommt es nicht zur Bildung 
des Dimethyl-f-Hiimins. Auferdem kann das erstere kein 
Chlor am Eisen aufnehmen; die erwahnte durch Salzsaure 





Geschwindigkeit der Reaktionen eine héchst ungleiche sein, was wohl 


aber nicht anzunehmen ist. 
1) Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 157 (1912). 
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erhaltene Fallung kann also nur insoweit echtes Himin ent- 
halten, als Dimethylierung erfolgt ist. Diese Uberlegungen 
werden mafgebend sein fiir die weitere experimentelle Be- 
handlung der Reaktionsprodukte, deren Trennung in erster 
Linie angestrebt werden muf. 

Die zweite hierher gehérige Beobachtung ist noch nicht 
veroffentlicht worden, sie betrifft ein Praparat von o-De(hydro- 
bromid)hiéimin, d. h. das Einwirkungsprodukt von Anilin auf ein 
a-Brom-Hamin.1) Wie schon erwahnt, versagte unter Um- 
stinden die Moglichkeit der Riickverwandlung in das a-Brom- 
Hamin, und es ist nun gelungen, dafiir einen ersten experi- 
mentellen Beweis zu erhalten, daf im a-De(hydrobromid)himin 
ein Gemisch verschiedener Stoffe vorliegt, von denen der eine 
Teil wieder ein Hiamin liefert, der andere nicht. Der eine 
Teil 16st sich némlich in Chinin- oder Pyridin-Chloroform auf, 
wahrscheinlich unter Salzbildung mit dem zweiten Carboxyl 
des Himinmolekiils, wahrend das erste zur N-De-(hydrobromid)- 
himinbildung gebraucht worden ist, denn die erhaltene Losung 
gibt beim Eintragen in Essigséure-Chlornatrium kein Hamin. 
Der zweite Teil list sich in alkoholischem Ammoniak auf und 
aus dieser Lésung lift sich durch die angegebene Methode 
prachtvoll krystallisiertes Himin gewinnen. Dieser Teil gibt 
also Salzbildung erst mit der stérkeren Base, was sich am 
ehesten dadurch erklaren laBt, daB hier ein anderes Carboxyl 
frei ist wie im ersten Teil. Wurde doch schon bei mehreren 
Gelegenheiten darauf hingewiesen, daB die beiden Carboxyle 
des Hamins verschiedene Starke aufweisen, was nun nicht 
mehr allein auf die Zweibasigkeit des Hamins, sondern auch 
auf eine verschiedene Anordnung der Carboxyle im Molekiil 
des Haimins zuriickgefiihrt werden mu8. In den beschriebenen 
8-Monomethylhiminen, die zur Bildung von N-De(hydrochlorid)- 
haminen neigen, mufi demnach das Carboxyl nicht methyliert 


‘) Leider steht nicht fest, ob das Himin aus Ochsen- oder Pferde- 
blat dargestellt worden war. Bei einem a-De(hydrochlorid)himin aus 
Pferdeblut beobachtete Herr Lobmiller zwar Schwerldslichkeit in Chinin- 
Chloroform, doch gab diese Lésung beim Eintragen in Eisessig mit guter 
Ausbeute a-Chlor-Hamin zuriick. 
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sein, dessen Stellung im Molekiil gerade das Entstehen dieses 
Stoffes begiinstigt, oder es muf das Carboxyl, welches sich 
bei der Einwirkung von Anilin auf das nicht methylierte 
Hamin an der Abspaltung von Chlorwasserstoff beteiligt, im 
monomethylierten Himin verestert und infolgedessen unfahig 
sein zu reagieren, so daf das andere Carboxy] herangezogen 
wird. Es ist aber auch die Art des Halogens von EinfluB, 
wie wir sahen, und im experimentellen Teil habe ich zu den 
schon friher ver6ffentlichten Beispielen weitere anfiihren ko6nnen, 
welche dartun, dafi eine glatte Dimethylierung des a-Brom- 
Hamins nicht erreicht werden kann, woraus im Sinne meiner 
Ableitung zu folgern ist, daf auch die Einwirkung von Chinin- 
oder Pyridin-Chloroform, die hierbei benutzt wird, zur Bil- 
dung von N-De(hydrobromid)-a-Hamin fihrt, das sich nur 
monomethylieren lait. Ferner ergibt sich aus der Tatsache, 
dafi ein Teil der bei der Methylierung des a-Brom-Himins 
entstehenden Produkte mehr Brom enthalt, als einem Atom 
auf ein Atom Eisen entspricht, wahrend Dimethylierung ein- 
getreten ist, die Folgerung, daB, sobald beide Carboxyle ver- 
estert sind, die Beziehungen der Bromferrigruppe zu den 
basischen Stickstoffatomen eine Anlagerung von Bromwasser- 
stoff oder von Brommethyl an den Stickstoff nicht verhindern.’) 

Auch beim £-De(hydrobromid)héimin gelang dann ferner 
die Dimethylierung nur bei Verwendung konzentrierter Schwefel- 
sdure.?) Letztere diirfte somit die bei der Bildung des N- 
De(hydrobromid)himins eintretende Eisen-Stickstoffbindung zu 
sprengen imstande sein, wahrend dies verdiinnte Schwefelsdure 
nicht vermag. Im Gegensatz zum a-De(hydrobromid)hamin 
lieferte aber ein De(hydrochlorid)hémin schon nach dem Lésen 
in Methylalkohol, der verdiinnte Schwefelsdure enthielt, durch 
Fallen der siedenden Lésung mit 66°/oiger Bromwasserstoff- 
sdure ein Dimethyl(brom)hamin,*) was den Einflu8B der Halogen- 
art klar vor Augen fiihrt. Aus dem a-Chlor-Hamin bildet sich 

1) In Ubereinstimmung hiermit steht der Befund, daf\ die Abspal- 
tung von Eisen aus einem dimethylierten Hamin leichter erfolgt als aus 
Hamin selbst. Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 379 (1913). 

2) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 138/139 (1914). 


*) Diese Zeitschr., Bd. 86, S. 200 (1913); allerdings léste sich von 
4* 
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eben in der Hauptsache das O-De(hydrochlorid)himin. DaB 
daneben auch das N-Derivat entstehen kann und zwar unter 
der Einwirkung von Pyridin-Chloroform, beweist der in der 
ersten Arbeit iiber Brom-Hamine beschriebene Versuch F, bei 
dem die vollstandige Dimethylierung nicht gelang.') 

Die Annahme der Existenz eines O- und eines N-De(hydro- 
halogen)hamins schlieft somit eine Erklérung der in der er- 
wihnten Arbeit beschriebenen experimentellen Resultate ein, 
die zunichst verwirrend wirken muften, und fiihrt zu dem 
Ergebnis, dali die Herstellung von o-Dimethyl(brom)himin nach 
den dort beschriebenen Methoden ein giinstiges Resultat in bezug 
auf Ausbeuten und auf die Méglichkeit, den gewiinschten Stoff 
glatt isolieren zu kOnnen, nicht geben kann. Es muf vielmehr 
der zuerst befolgte Umweg tiber das De(hydrochlorid)hamin 
oder tiber das Dimethyl(chlor)himin eingeschlagen werden, 
dessen Léslickeit in Chloroform es gestattet, von der Anwendung 
der organischen Basen abzusehen.?) . 

Endlich sei darauf hingewiesen, da nicht nur das aus 
Hiimin mit Hilfe von Natronlauge gewinnbare Hiimatin und die 
aus den monomethylierten B-Chlor-Haéminen erhaltenen «Hama- 
tine», die noch etwas Alkyl enthalten, sondern auch das aus 
a-De(hydrochlorid)hamin erhaltene Hamatin nach dem Lésen 
in Methylalkohol und verdiinnter Schwefelséure durch Er- 
hitzen dieser Lésung zum Sieden und Fallen mit Salzsaure 
dimethyliert wurden. Und da bei der Bildung von «Hématin» 
aus dem a-De(hydrochlorid)himin eine Wassereinlagerung ein- 
tritt, besteht die Einwirkung von Natronlauge zweifellos nicht 
nur in der Sprengung der Gruppe CO O—Fe’, sondern auch 


\ 
in der Sprengung von CO O—N—Fe¢ in den Monomethyl- 
siteni VA 
dem damals verwendeten alten Praparat von <Dehydrochloridhamin» nur 
etwa die Halfte beim Behandeln mit Methylalkohol, der etwas Schwefel- 
siure enthielt, auf. 

1) Ebenda, Bd. 91, S. 130 (1914). 

*) Bei der Einwirkung von Anilin auf Dimethyl(chlor)hamin diirfie 
es zur Bildung von Dimethyl(hydroxy)hamin kommen; bisher sprechen 
allerdings nur die Analysen fiir das eine der 1913 erhaltenen Praparate 
fiir diese Auffassung. Diese Zeitschr., Bd. 86, S. 202/3. 
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8-Chlor-Haminen, sodaf nachtraglich vollstindige Veresterung 
erfolgen kann.!) Zugleich muf aber eine weitere Verinderung 
eintreten, denn, waéhrend aus a-De(hydrochlorid)himin ein 
echtes Dimethyl-Chlor-Hamin erhalten wird, liefern die «Hima- 
tine» Produkte, die den berechneten Chlorgehalt nicht ganz 
enthalten und Chlorwasserstoff leicht abgeben. Unter dem 
EinfluB der Natronlauge wird also das zuerst entstehende 
Hydroxy-Hamin weiter verandert, wahrscheinlich in der Weise, 
daf sich unter Abwanderung des Hydroxyls zum Stickstoff von 
neuem eine Bindung Carboxyl-Eisen einstellt: 





: , 
CcOoO—O N Fec 
(7 ) \ ‘ 
und etl +- NaOH —- > COONa N HO—Fe —->COO N—OH Fe 
\ UV an 
CO—O—N—Fe€ . NC 
VA 


Da nun aber das aus De(hydrochlorid)haémin resp. Hydroxy- 
Hamin durch Losen in Natronlauge und Fallen mit einer Siiure 
erhaltene «Himatin» bei der Veresterung nach der Alkohol- 
methode wenigstens zum Teil ein echtes Dimethyl(chlor)hamin 
gibt, das sich also in Methylalkohol-Schwefelsaure nicht auf- 
ldst, wahrend das aus Hamin direkt gewonnene «Hamatin» 
nach der gleichen Methode behandelt nur ein Pseudo-Dimethyl- 
Hamin liefert, miissen diese beiden «Himatine», so ahnlich sie 
ihren éuBeren Eigenschaften nach erscheinen, doch voneinander 
verschieden sein, und es muf der Grund fiir diese Verschieden- 
heit in der Wirkung des Anilins gesucht werden, mit dem ja 
das eine Praparat von Haémin zunichst in Reaktion gebracht 
worden war. Diese Wirkung besteht in dem Léosen der 
Beziehungen der Chlorferrigruppe zu den basischen Stickstoff- 
atomen; im Hydroxy-Haémin und O-De(hydrochlorid)hamin ist 





1) Beim Liésen von De(hydrochlorid)himin in Natronlauge kann 


— 
die Sprengung der Gruppe COO—N—Fe unvollstandig bleiben, wie aus 
YA 
dem Bd. 82 dieser Zeitschrift, S. 156/7 angefiihrten Beispielen hervorgeht, 
bei denen ein nicht véllig dimethyliertes Produkt erhalten wurde, das 
ein Gemisch vorstellt, weil es sich zum Teil in Methylalkohol-Schwefel- 


siure auflést. Das Ungeléste war zweifellos ein echtes Dimethylhamin. 
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keines derselben mit dem Eisen verbunden, im N-De(hydro- 
chlorid)hamin nur das eine. Im Haémin stehen dagegen beide 
mit der Chlorferrigruppe in Beziehung, und so konnte sich 
vielleicht die Wirkung der Natronlauge auch auf beide basische 
Stickstoffatome erstrecken, was dann die Riickbildung eines 
echten Himins verhindert oder erschwert. Quantitativ im 
gegebenen Sinne wird dieser ProzeB nun gewif nicht unter allen 
Umstiinden verlaufen, soda8 die Méglichkeit, ein echtes Haimin 
auch einmal aus diesem Hamatin zu erhalten, wenn auch nur 
in geringer Menge, jetzt ebensowenig wie friiher bestritten 
werden soll, was nicht nur fiir die mit Veresterung einher- 
gehende Alkoholmethode, sondern auch fiir die Umscheidung 
mit Hilfe von Eisessig-Chlornatrium Giiltigkeit hat. 


Experimenteller Teil. 


I. Uber a-Brom- und a-Chlor-Hamin. 
(Nach Versuchen von Herrn Lobmiller). 

Die Darstellung erfolgte nach dem Verfahren von Schal- 
fejeff-Nencki,') wobei aus 5 Liter Ochsenblut 25 g rohes 
Acet-brom-hamin erhalten wurden. Das Praparat wurde mit 
Anilin nach der friiher gegebenen Vorschrift behandelt, wodurch 
ein amorphes Produkt gewonnen wurde, das folgende Zusammen- 
setzung aufwies: 

65,49 °o C und 5,16 °/o H.?) 

0,1388 Substanz : 0,3333 CO, und 0,0644 H,O 
DemnachmuB ein Gemisch von Hydroxy-a-haminC,,H,,0,N,FeOH 
mit De(hydrobromid)haminen C,;,H,,0,N,Fe vorliegen; unter 
den letzteren mu das O-Produkt vorwalten, da sich das Ge- 
misch in a-Brom-Himin zuriickverwandeln lief, wie in der 
Einleitung bereits erwahnt wurde. 

C,,H,,0,N,Fe. Ber.: 66,34 C 5,04% H 91 % Fe 
C;,H,,0,N,Fe. 64,46 °/o 5,21 °/o 8,85 °%/o 
Gef.: 65,4990 5,16 %/o 
Das in der 1. Abhandlung tiber Brom-Hamine*) beschrie- 





') Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 125 (1914). 
*) Die Entfernung des Broms war fast vollstindig gelungen. 
*) Ebenda, S. 131. 
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bene a-De(hydrobromid)hamin gab bei der Analyse bereits 
abweichende Werte: 
Gef.: 65,92°% CG 53% H 9,31°%o Fe. 

und eine Anlagerung von Bromwasserstoff nach der Kssig- 
methode gliickte nicht, waéhrend a-Chlor-Himin regeneriert 
werden konnte, aber erst nach der Behandlung des De(hydro- 
bromid)hamins mit alkoholischem Ammoniak und mit Chinin- 
Chloroform. ') . 

In einer Beziehung verhielten sich die beiden «De(hydro- 
bromid)a-hamine gleich; von dem alten Priparat wurde ange- 
geben, daB es sich in 5°/oiger Sodalésung bei Zimmertempe- 
ratur zunachst kolloid léste, erst nach zweistiindigem Stehen 
wurde die Lésung klar, das neue Priparat verhielt sich ebenso. 
Dagegen verlief die Umwandlung in ein Dimethyl(Brom)-Hamin 
nach der Alkoholmethode?) wieder verschieden, indem das alte 
Praéparat hierbei ein Produkt ergab, das gegen 5°/oige Soda- 
losung auch beim Erhitzen bestandig war und sich aus heifer 
Essigsdure umkrystallisieren lie}, waihrend das Methylierungs- 
produkt des neuen De(hydrobromid)a-Haimins sich als ein 
Pseudo-Hamin erwies, von heiBer Sodalésung angegriffen wurde 
und sich zwar in siedendem Eisessig léste, beim Erkalten aber 
aus dieser LOsung nicht krystallisierte. 

Der Grund fiir dieses verschiedene Verhalten ist noch 
nicht ermittelt worden, doch sei erwiéhnt, da das neue Praparat 
von De(hydrobromid)himin aus Ochsenblut-Himin, das alte 
dagegen héchst wahrscheinlich aus Pferdeblut-Himin hergestellt 
worden war. Vielleicht spielt aber die Temperatur bei der 
Einwirkung des Anilins auf das Hamin eine gréfere Rolle, als 
bisher angenommen werden konnte. Es ist hierbei immer bei 
Zimmertemperatur gearbeitet worden, das alte Priiparat wurde 
aber im Oktober, das neue im Juli hergestellt. Ich schliefe 
daher einige Beobachtungen des Herrn Lobmiller hier an, 
welche ein De(hydrochlorid)a-Haimin aus Pferdeblut und seine 





‘) Vgl. S. 57/58. 
*) Die Lésung wurde in beiden Fallen mit Hilfe von Methylalkohol 
und konzentrierter Schwefelsiure bewirkt, vgl. diese Zeitschr., Bd. 91, 


S. 132 (1914). 
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Riickverwandlung in ein a-Chlor-Hamin betreffen, aus denen 
hervorgeht, daB auch diese Reaktion nicht immer glatt verlauft. 
5,2 g a-Himin aus Pferdeblut wurden mit frisch destil- 
liertem Anilin angerieben und mit soviel Anilin in eine weit- 
halsige Flasche gespiilt, daB die Menge des letzteren 110 ¢ 
betrug. Hierauf wurde zwei Stunden kraftig geschiittelt, dann 
filtriert und das Filtrat unter Turbinieren in diinnem Strahl in 
2 Liter 20°/oige Essigsiure eingetragen. Am folgenden Tage 
wurde dann der erhaltene Niederschlag filtriert, mit verdiinnter 
Essigsdure anilinfrei gewaschen, zwischen Flie8papier, dann 
im Vakuum und zuletzt bei 50° getrocknet. Das trockene 
Priparat wurde mit Ather erschépfend extrahiert und dann 
noch mit 100 ccm Aceton eine halbe Stunde geschiittelt, worauf 
das Lésungsmittel abgesaugt wurde. Beim Nachwaschen mit 
Aceton gingen dann nur noch Spuren von Substanz in Lésung. 
Das Priparat léste sich sowohl in 5°/oiger, wie in 1°/oiger 
Sodalésung bei Zimmertemperatur nach kurzer Zeit klar auf. 
Leider war es nicht gegliickt, das Chlor vollstindig zu ent- 
fernen. Das analytische Ergebnis spricht in dieser Hinsicht 
dafiir, dafi von 9 Molekeln Hamin 8 chlorfrei geworden sind, 
und zwar handelt es sich um ein Gemisch von Hydroxy-Himin 
und De(hydrochlorid)hamin, in welchem letzteres vorwalten 
diirfte. 
0,1451 Substanz : 0,0038 AgCl (Carius) 
0.1581 >» : 0,3815 CO,, 0,0773 H,O und 0,0200 F,0, 
C,,H,,0,N,FeCl ++ 8 C,,H,,0,N,Fe. 
Ber.: 65,91%o C 5,03°%o H 9,04% Fe 0,63°o Cl 
C,,H,.0,N,FeCl ++ 8 C,,H,,0,N,Fe. 
Ber.: 64,25%o C 5,180 H 881% Fe 0,62°%o Cl 
Gef.: 65,81 °/o 5,43 %/o 8,85 °/o 0,65 °/o 
Zur Riickverwandlung in das a-Chlor-Hémin wurde 1 g 
des Praparats mit 20 ccm Chloroform und 1 g Chinin geschiittelt, 
die Lésung filtriert und der Riickstand mit Chloroform vollends 
gelist. Das Gesamtfiltrat wurde in 140 ccm Eisessig, der mit 
Chlornatrium gesattigt war, bei 110° unter Umriihren einge- 
tragen, wobei bald eine Abscheidung eintrat, die nach 12 Stunden 
abgesaugt, gereinigt und getrocknet wurde. Ihr Gewicht betrug 
0,75 g; sie erwies sich nach ihrer Krystallform und ihrem Ver- 
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halten gegeniiber angesdiuertem Alkohol, sowie nach ihrem 
Chlorgehalt als echtes a-Hamin. 

0,1832 Substanz : 0,0398 AgC] = 5,37°/o Chlor (Carius), 

Weniger giinstig verlief die Riickverwandlung mit Hilfe 
von Pyridin und Chloroform, indem die Lésung des Priparats 
nicht vollstaindig wurde. 

1 g wurde mit 4 ccm Pyridin und 30 ccm Chloroform 
geschiittelt; da anscheinend nur wenig in Lésung gegangen 
war, wurden noch 40 cem alkoholisches Ammoniak hinzu- 
gegeben und dann filtriert. Der Riickstand wurde nochmals 
mit alkoholischem Ammoniak behandelt, ohne daf vollstindige 
Losung erreicht wurde. Doch wurde nunmehr wieder das 
Gesamtfiltrat in 140 cem Eisessig-Chlornatrium bei 110° ein- 
getragen. 

Das Gewicht der in Teichmannschen Formen krystal- 
lisierenden Abscheidung betrug nach der Reinigung nur 0,25 g. 

Deuten schon diese Beobachtungen darauf hin, da das 
durch Einwirkung von Anilin auf Haimin erhaltene Produkt nicht 
einheitlich ist, so wird diese Vermutung durch den folgenden 
Versuch als richtig erwiesen. 


lll. Trennung der Bestandteile eines rohen De(hydro- 
bromid)hamins. 

1 g eines aus o-Brom-Hamin (Pferdeblut?) hergestellten 
De(hydrobromid)himins wurde mit einer Lésung von 1 g Chinin 
in 25 cem Chloroform geschiittelt, wobei nur unvollstandige 
Lésung erfolgte und woran auch eine Vermehrung des Chloro- 
forms und Erwarmen nichts Anderte. 

Das Filtrieren des gelésten Teils erfolgte sehr langsam, 
das Filtrat wurde dann in 130 ccm 96°%/oiger Essigsaéure ein- 
getragen, die auf 110 erhitzt und mit 5,5 ccm 25°/oiger Salz- 
siure versetzt worden war. Doch erfolgte in 2 Tagen so gut 
wie kein Absatz und das wenige, was sich abgeschieden hatte, 
zeigte keine Haminkrystalle. 

Nun wurde der in Chinin-Chloroform nicht geléste Teil 
mit Hilfe von alkoholischem Ammoniak in Lésung gebracht 
und die filtrierte Losung in 100 cem der vom vorigen Versuch 
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abdestillierten Essigsiure unter den hier eingehaltenen Be- 
dingungen eingetragen, worauf sich bis zum niachsten Tage 
prachtvoll ausgebildete Haminkrystalle, rhombische Formen, 
Spindeln und Drusen derselben, abgeschieden hatten. Die 
Analyse der isolierten Krystalle bestatigte das Vorliegen eines 


echten Hamins: 
0,1531 Sbst. : 0,0320 AgCl (Carius) = 5,17 °%/o Cl. 

Eine aihnliche Beobachtung wurde schon friiher beschrie- 
ben,!) und da hier die Lésung des a-De(hydrobromid)hamins 
durch alkoholisches Ammoniak nur zum Teil erfolgte und erst 
auf Zusatz von Chinin-Chloroform vollsténdig wurde, diirfte 
das Gemisch durch die genannten Lésungsmittel zu trennen 
sein, worauf bei weiteren Versuchen Riicksicht genommen 


werden soll. 


IIIa. Versuche zur Darstellung von Dimethyl-Brom- 
Haimin. 

Ein zweites Priparat von a-Brom-Haémin, das in einer 
Ausbeute von 40 g aus 10 Litern Ochsenblut gewonnen worden 
war, wurde zu Versuchen verwendet, welche die Herstellung 
von Dimethyl-Brom-Himin bezweckten. Die hierbei erhaltenen 
Resultate weichen von den bereits beschriebenen?) insofern 
ab, als die erhaltenen Produkte noch weniger einheitlich waren. 
LieBen sich die friiheren in Dimethyl-Brom-Haémin, das aus 
heilier Essigsiure umkrystallisiert werden konnte, und in ein 
in Methylalkohol lésliches Nebenprodukt trennen, das einen 
héheren Gehalt an Brom aufwies, so waren jetzt Gemische 
entstanden, die aufer den erwahnten Stoffen auch noch un- 
vollstiindig methyliertes Brom-Hamin enthielten, obwohl meist 
dieselben Bedingungen bei der Herstellung eingehalten worden 
waren. 

Versuch 1. 2g des rohen a-Bromhdmins wurden nach gegebener 


Vorschrift*) methyliert; die Ausbeute an in Methylalkohol unléslichem 
Produkt betrug 1,65 g, wovon in Benzol ca. 1 g leicht (a), 0,67 g sehr 


schwer léslich waren (b). 





') Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 131 bei d). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 126. 
8) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 127. 
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a) Krystallform: Wiirfel. Verhalten gegen 5°/oige Sodalésung: beim 
Erhitzen langsam lislich. 

b) Krystallform: Spindeln. Verhalten gegen 5°/oige Sodaliésung: bei 
Z.-T. bereits langsam ldslich. 

a) 0,1685 Substanz : 0,0954 AgJ = 3,61 °/o CH, (ber.: 2 CH, : 4,14°/o CH,) 
b) 0,1642 > : 0,0459 AgJ = 1,78°o CH, ( » : 1 CH,: 1,97°/o CH,) 
Danach bestand das Praparat zu */s aus Monomethylhamin. 

Versuch 2. 5g des einmal umkrystallisierten a-Brom-Hamins wurden 
mit Hilfe von 10 ccm Pyridin und 30 ccm Chloroform gelést, die Lésung 
filtriert, das Filter mit 15 ccm Chloroform gewaschen, das Filtrat wird 
in 250 cem Methylalkohol-K. eingetragen, der zum Sieden erhitzt und 
dann mit 25 ccm 66 °/oiger Bromwasserstoffsiure versetzt worden ist. Die 
Ausbeute betrug 3,7 g, wovon sich aber etwa die Halfte beim Auswaschen 
mit Methylalkohol liste. Vom Rest waren 0,45 in Benzol léslich, 1,5 g un- 
léslich, dieser Teil krystallisierte hier in Wiirfeln, jener in sehr kleinen 
Nadeln. Der Methylgehalt betrug 3,59 resp. 2,98 °%/o. 

0,1588 Substanz : 0,0893 AgJ 
0,1492 > : 0,0698 AgJ. 

Bei diesem Versuch war also eine gréfere Menge Brom- 
wasserstoff verwendet worden wie beim ersten mit dem Re- 
sultat, daf der grofere Teil des verwendeten Hamins in ein 
Produkt verwandelt worden ist, das sich in Methylalkohol 
léste, wonach neben Methylierung tiber das Dimethylhaémin 
hinaus, also neben Anlagerung von Brommethyl eine solche 
von Bromwasserstoff erfolgt war, wiahrend der kleinere Teil 
unvollstandig dimethyliert worden war. 

Zu den folgenden Versuchen wurde ein zweimal mit 


Hilfe von Eisessig umkrystallisiertes a-Brom-Himin verwendet. 
Die Analyse ergab: 0,1643 Substanz : 0,3542 CO, und 0,0740 H,O 
0,1813 > : 0,0464 AgBr 
C,,H,,0,N,FeBr. Ber.: 58,62% C 4,6% H 11,49% Br 
Gef.: 58,8 °%/o 5,0 %/o 10,89 °/o 

Es diirfte demnach auch in diesem Praparat ein kleiner 
Bruchteil des Halogens in Form von Chlor vorhanden sein. 

Die Methylierung wurde nach der ersten Vorschrift durch- 
gefiihrt, doch wurde auch hier das aus heifer Essigsiaure 
krystallisierende Dimethyl-Brom-Hamin nicht erhalten. 

1. Versuch. 2g gaben 1,5 g methyliertes, in Methylalkohol unlés- 
liches Produkt‘) mit 2,81°/o CH, (0,2873 Substanz : 0,1264 AgJ). Es lieB 





‘) Es krystallisierte zunachst in Spindeln, beim Stehen in der 
Mutterlauge iiber Nacht verwandelten sich diese in Wiirfel. 
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sich durch Benzol trennen in einen ldslichen Teil, der durch 5 °/oige Soda 
erst beim Erhitzen schwach angegriffen wurde und 3,52°/o CH, enthielt 
(0,1556 Substanz : 0.0859 AgJ), und in einem unldslichen Teil, der schon 
bei Z.-T. von der Soda schwach angegriffen wurde und sich beim Er- 
hitzen sofort liste. Er enthielt 2,49°/o CH, (0,1542 Substanz : 0,0603 AgJ). 


2. Versuch. 2g gaben 1,4 g methyliertes Produkt, das diesmal in 
langen, schiefen dreiseiligen Prismen krystallisierte. Bei dem Versuch, 
in Eisessig zu lésen, hinterblieb ein aus Prismen und vereinzelten Wiirfeln 
bestehender Riickstand von 0,5 g, der gegen heifie Sodaliésung bhe- 
stindig war. 

3. Versuch. Die Lésung von 4,25 g in Pyridin-Chloroform wurde 
in ein 60° heifies Gemisch von 127 g Methylalkohol und 12,7 ccm 66 °/oige 
Bromwasserstoffsdure eingetragen, die Abscheidung nach 20 Stunden scharf 
abgesaugt und mit Methylalkohol ausgewaschen; sie krystallisierte un- 
deutlich, ihre Menge betrug 3,2 g. Durch heifies Benzol konnte wieder 
eine Trennung herbeigefiihrt werden; 1 g mit nur 0,47°/o CH, (0,1393 Sub- 
stanz : 0,0103 AgJ) blieben unléslich zuriick. Der geléste Teil krystalli- 
sierte beim Erkalten der Benzollésung, nachdem eine Konzentration durch 
Abdestillation des Lésungsmittels stattgefunden hatte, in grofen sechs- 
seitigen Rhomben heraus. Nach dem Verhalten gegen 5°/oige Sodalisung, 
die beim Erwarmen angriff, lag ein Monomethylbromhaimin vor, was die 
Analyse bestiatigte: 

0,1446 Substanz : 0,0552 AgJ = 2,44°/o CH. 


Aus der Mutterlauge der ersten Abscheidung wurde zunachst das 
Chloroform mit einem Teil des Methylalkohols abdestilliert, wobei eine 
Abscheidung eintrat, die durch Filtration abgetrennt wurde (I). Sie wurde 
dann in Chloroform geliést; ebenso wurde der in der methylalkoholischen 
Mutterlauge verbliebene Farbstoff (II) in Chloroformlésung tbergefihrt, 
beide Lésungen mit verdiinnter Bromwasserstoffsiure pyridinfrei, dann 
mit Wasser zur Entfernung der Bromionen gewaschen, die Lésungen durch 
Natriumsulfat getrocknet, der gréftte Teil des Chloroforms abdestilliert 
und die konzentrierten Lésungen durch Petrolather gefallt. 

Teil I enthielt: 14,74°/o Br und 5,82°%o CH. 
0,0873 Substanz (bei 100° Abnahme 5,15°o) : 0,0300 AgBr. 
0,1360 Substanz (i. V.) : 0,1240 AgJ. 

Teil II enthielt: 17,87 °o Br und 4,58 °/o CHsg. 
0,1072 Substanz (bei 100° Abnahme 3,73°/o) : 0,0450 AgBr. 
0,1237 Substanz (i. V.) : 0,0889 AgJ. 


Bei diesen in Methylalkohol léslichen Stoffen handelt es 
sich also, wie schon in der ersten Abhandlung tiber Brom- 
Himine erwihnt worden ist, um Additionsprodukte von Methyl- 
bromid an Dimethyl- oder Monomethyl-Brom-Hamin, aus denen 
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ein Teil des Broms aber verdringt, vielleicht durch Hydroxyl 
ersetzt worden ist. 


IIb. Gewinnung von Dimethyl-Brom-Hiamin aus 
8-Brom-Hamin. 

In der ersten Abhandlung iiber Brom-Himine war der 
SchluB gezogen worden, da8 das nach der Alkoholmethode 
aus dem sogenannten De(hydrobromid)-f-Haimin erhaltene Di- 
methyl-Brom-Himin verschieden sei von den Priiparaten, die 
sich durch Methylierung von a-Brom-Haémin oder aus De- 
(hydrochlorid)himin nach der Alkoholmethode friiher hatten 
gewinnen lassen, da sich die letzteren aus heifiem Eisessig 
umkrystallisieren liefen und gegen '/2-N.-Natronlauge bestindig 
waren, d. h. kein Brom abgaben, was bei dem Praparat aus 
B-Hamin nicht der Fall war.!) Herr Lobmiller stellte nun- 
mehr auch aus dem Priparat V von Brom-Hamin,?) das aus 
Pferdeblut hergestellt worden war, tiber das De(hydrobromid)- 
hamin eine Dimethylhamin her und fand, daf sich das letztere 
aus Eisessig umkrystallisieren lieB und dafB es von 1/2-N.- 
Natronlauge nicht angegriffen wurde. So lag die Vermutung 
nahe, dafB das zuerst erwahnte Priparat neben Methyl etwas 
Athyl enthalten hatte und da hierauf die beobachteten Ab- 
weichungen im Verhalten zuriickzufiihren sind, nachdem sich 
gezeigt hatte, da8 die Athylester des Himins mit den Methyl- 
estern in ihrem Verhalten nicht tibereinstimmen. Es wurden 
daher zwei weitere aus Ochsenblut gewonnene Brom-Himine 
und zwar die Priparate IIIB und IVB,*) welche erhebliche 
Mengen Athyl neben Methyl enthielten,*) tiber die De(hydro- 
bromid)haimine in die Dimethyl-Brom-Hamine iiberzufihren 
versucht mit dem Resultat, daB die Alkylierung vollstindig 
wurde und ein kleiner Rest von Athyl erhalten blieb. Diese 
Stoffe stellten nun echte Himine vor und wurden von !/2-N.- 
Natronlauge nur wenig angegriffen; sie liefen sich auch aus 





1) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 138/9 und 149/50. 
*) Ebenda, S. 146. 

’) Ebenda, S. 144. 

4) Vgl S. 72. 
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heibem Eiessig umkrystallisieren, doch blieben hierbei die Aus- 
beuten mangelhaft und nur das Derivat von IVB zeigte die 
typische Krystallform, zu Biischeln gruppierte Nadeln, wahrend 
das aus IIIB erhaltene Dimethyl-Brom-Hamin in Einzelkrystallen 
auftrat. Diese Formen erinnerten also an die der bereits be- 
schriebenen Dimethyl-Brom-Hamine, aus denen verschiedene De- 
(hydrobromid)dimethylhaémine durch die Einwirkung von Anilin 
hervorgingen.!) Leider gestattete die geringe Menge eine dies- 
beziigliche Kontrolle nicht mehr. 

Die geduBerte Vermutung, wonach der geringe Athyl- 
gehalt eine Rolle spielt, findet durch diese Beobachtungen 
zwar eine weitere Stiitze, doch kann er nicht allein fir das 
etwas abweichende Verhalten verantwortlich sein, da, wie be- 
reits Seite 55 erwahnt wurde, auch ein aus a-De(hydrobromid)- 
himin nach der Alkoholmethode hergestelltes dimethyliertes 
Brom-Hiéimin nicht die gewiinschten Eigenschaften aufwies. 
Zwar war es auch in der Hitze bestindig gegen 5°/oige Soda- 
lésung, von '/2-N.-Natronlauge wurde es aber schon bei 
Zimmertemperatur wenigstens zum Teil gelést und dieser Teil 
erwies sich als verseift und hatte das Brom abgegeben, ferner 
léste sich das Préparat schon in kaltem Eisessig etwas auf und 
dementsprechend schied sich aus der heif gesittigten L6sung 
nur wenig und nicht krvstallisiert aus. Endlich zeigte sich 
ein Teil als in angesiuertem Alkohol léslich, wonach also ein 
Pseudo-Hamin vorlag. Es kann also ein solches auch nach 
der Alkoholmethode entstehen, und so hangt das Gelingen der 
Darstellung des echten Dimethyl-Brom-Himins allem Anschein 
nach von einer ganzen Reihe von Faktoren ab, die ein ein- 
gehendes Studium erfordern. 

Ich lasse nunmehr die Beschreibung der bisher vor- 
liegenden Versuche des Herrn Lobmiller, die nach dessen 
Eintritt ins Heer von mir ergiénzt worden sind, folgen. 

A. 5 g des Gesamtpriparats Nr. V (diese Zeitschr. Bd. 91, 
S. 146), das aus Pferdeblut bereitet worden war, wurden in das 
De(hydrobromid)hamin mit Hilfe von Anilin tibergefiihrt und 4 g 


') Diese Zeitschr., Bd. 86, S. 203 (1913). 
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des letzteren durch 100 ccm Methylalkohol (Kahlbaum) und 
20 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure in Lésung gebracht, 
worauf diese 15 Minuten am RiickfluSkiihler gekocht wurde. 
Das Filtrat wurde dann wieder zum Sieden gebracht und nun 
mit 12 ccm 66°/oiger Bromwasserstoffsiure versetzt, wobei 
sofort eine Abscheidung eintrat. Am folgenden Tag wurde 
letztere dann abgesaugt, SO,- und Br- frei gewaschen und 
getrocknet. 

Die Ausbeute betrug 4,1 g. Proben des Priparats er- 
wiesen sich als bestandig gegen 5°/oige Sodalésung auch bei 
halbstiindigem Erhitzen im Wasserbade, gegen 0),5°/oige Natron- 
lauge und gegen !/2-N.-Ammoniak bei Zimmertemperatur. Eine 
weitere Probe krystallisierte aus der hei® gesattigten Lésung 
in Benzol z. T. in langen Spindeln, die oft gekreuzt erschienen, 
z. T. in dreiseitigen Prismen. 0,1 g lésten sich in 10 ccm 
siedenden Essigs vollstindig, beim Erkalten stellte sich dann 
eine Abscheidung ein, die teils in wiirfelahnlichen Formen, 
teils in Teichmannschen Formen krystallisierte. 

Analysen von A. 
0,1539 Substanz (i. V.) : 0,3350 CO, und 0,0702 H,O 
0.1582 » (>>): 0,0429 AgBr 
0,1845 > (> ») : 0,1211 AgJ. *) 

B. Aus dem Priparat VB (Bd. 91, Seite 147) wurde nach 
der Behandlung mit Methylathylketon, wobei sich die urspriing- 
lich wiirfelformigen Krystalle in Teichmannsche Formen um- 
wandelten, das De(hydrobromid)hamin hergestellt. An diesem 
wurde nun beobachtet, daB es sich in 5°/oiger Sodalésung 
anfangs kolloid und erst in mehreren Stunden klar léste, also 
ein Verhalten, wie es dem aus a-Brom-Hémin hervorgehenden 
De(hydrobromid)hamin im Gegensatz zu dem 6-Derivat zu- 
kommt. Beide Beobachtungen sprechen also dafiir, daf unter 
der Wirkung des genannten Lésungsmittels eine Umwandlung 
der B- in die a-Form sich anbahnt. Die Analyse ergab wieder, 
dafi es sich um ein Gemisch aus De(hydrobromid)- und Hydroxy- 
Hamin handeln muf. 





1) Ob hier eine Verdrangung des vorhandenen Athyls (s. S. 52) 
bei der Umscheidung erfolgt war, wurde nicht gepriift. 
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0,1402 Substanz : 0,3369 CO,, 0,0649 H,O und 0,0178 Fe,0, = 65,54% C 
5,15 °/o H und 8,88 % Fe 
0,1339 . : 0,0111 AgJ (Zeisel) = 0,53°/o CHsg. 

Die Uberfiihrung in das Dimethyl-Brom-Himin wurde 
wie angegeben ausgefiihrt; das erhaltene Praparat krystalli- 
sierte aus Methylathylketon und Benzol in kleinen Spindeln, 
aus heifem Eisessig in sechsseitigen Prismen. Es war be- 
stiindig gegen heife Sodalésung, sowie gegen 0,5°/oige Natron- 
lauge und !/2-N.-Ammoniak bei Zimmertemperatur. 


Analysen von B. 
0,1628 Substanz : 0,3539 CO,, 0,0773 H,O und 0,0188 Fe,0, 
0,1415 > : 0,0892 AgJ (Zeisel) 
0,1665 > : 0,0448 AgBr (Carius). 
C,,H,,0,N,FeBr. 
Ber.: 59,66°%o C 5,00°%o H 7,74% Fe 11,0%°%o Br 4,14°%o 2 CH,. 
A. Gef.: 59,37% 5,07 %Jo 11,53 Jo 4,19 Jo 
B. 59,29%o 5.28% 8,08% 11,45 °/o 4,02 Jo, 
C. Das aus dem Brom-Hamin IIIB (die Zeitschrift Bd. 91, 
S. 144) durch die Einwirkung von Anilin entstandene Produkt 
gab bei der Analyse Werte, die wiederum erkennen lassen, 
daf es sich um ein Gemisch von De(hydrobromid)- und Hydroxy- 
himin handeln mu’; eine Abspaltung von Alkyl unter der 
Wirkung des Anilins war anscheinend nicht eingetreten.') 
0,1420 Substanz : 0,3415 CO,, 0,0668 H,O = 0,0177 H,O = 65,59% C 
5,23°/o H und 8,72°%o Fe 
0,1144 : Spuren AgBr (Carius) 
0,1095 : 0,0326 AgJ (Zeisel) = 1,86°%o Ges.-Alkyl, auf CH, 
berechnet. 
Die Uberfiihrung in das Dimethyl-(Brom-)Himin wurde 
mit 2 g nach der gegebenen Vorschrift ausgefiihrt, die Aus- 


') Das Praparat IIIB enthielt in Wirklichkeit 1,2 °/o CH, und 0,9 °/o C,H, 
(vgl. S. 72), ob unter der Wirkung des Anilins eine Abspaltung von Athyl 
stattgefunden hatte, wurde nicht gepriift. Unter der Annahme, daf eine 
solche nicht eingetreten ist, miissen die gefundenen Werte auf ein Ge- 
misch aus 3 Teilen Monomethyl- und einem Teil Monoathylhamin be- 
zogen werden. 


3 C,,H,,0,N,Fe ++ C,,H,,0,N,Fe. 
Ber.: 66,88°0 C 5,3°%o H 8,85%o Fe 1,78°/o CH, 1,14°/o C,H; 
3 C,,H,,0,N,Fe + C,,H,,0,N,Fe. 
Ber.: 65,03°/o C  5,46°,0 H 8,61°%o Fe 1,73%o CH, 1,11°/o C,H,. 
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beute betrug 1,7 g, Proben ergaben zwar nicht védllige Be- 
stindigkeit gegen heife Sodalésung und '!/:-N.-Natronlauge, 
doch war z. B. die unter der Wirkung der letzteren beobach- 
tete Abspaltung von Brom eine sehr geringe. Auch léste sich 
eine weitere Probe in angesduertem Alkohol nur ganz wenig 
auf; es handelte sich also um ein echtes Himin. So lieB sich 
denn auch das Praparat aus siedendem Kisessig (0,5 : 30 ccm) 
umkrystallisieren und die beim Erkalten sich einstellende, der 
Menge nach allerdings geringe Abscheidung krystallisierte in 
Teichmannschen Formen. Die Analyse!) ergab, daf eine 
teilweise Verdrangung des Athyls bei der Methylierung ein- 
getreten war: 

0,1334 Substanz : 0,0927 AgJ = 4,43 Ges.-Alkyl auf CH, berechnet 
0,2226 » — : 0,1040 N(CH,),J = 3,5 %o. CH, und 0,0048 N(CH,),C,H,J 
= 0,3% C,H, 

D. Fiir das aus dem Brom-Hamin IVB (diese Zeitschr. 
Bd. 91, 5S. 144) hergestellte De(hydrobromid)haimin haben die 
auf der vorigen Seite gemachten Ausfiihrungen ebenfalls Giil- 
tigkeit. Die Analysen ergaben folgende Resultate: _ 

0,1444 g Substanz : 0,3455 CO,, 0,0644 H,O und 0,0180 Fe,0, = 65,25°o C 
4,96°Jo H 8,72°%Jo Fe 
0,1385 >  » —:0,3328 CO,, 0,0636 H,O » 0,0170 Fe,0, = 65,53%o C 
5,1°%/o H 8,59%o Fe 
0,1445 » > : Spuren AgBr (Carius) 
0,1377>  »  :0,0374AgJ (Zeisel) = 1,73%Jo Ges.-Alkyl, auf CH, 
berechnet. 

Durch die Alkoholmethode wurden aus 2 g 2,1 g eines 
als Dimethyl-Brom-Hamin anzusprechenden Stoffes gewonnen, 
da alle Proben einen entsprechenden Ausfall gaben. Bei 
Zimmertemperatur in Benzol nur wenig, in Eisessig kaum 
merklich léslich, ging das Praéparat in die siedenden Lésungs- 
mittel vollstandig iiber, um beim Erkalten in Spindeln aus- 
zukrystallisieren, die beim Eisessig zu Biischeln vereint waren 
und somit dasselbe Bild zeigten, wie das aus a-Brom-Hamin 
hergestellte Dimethylderivat (diese Zeitschr. Bd. 91, S. 127). 

Die Analysen des nicht umkrystallisierten Praparats er- 
gaben neben dem richtigen Halogengehalt das Vorhandensein 





) Mit nicht umkrystallisierter Substanz ausgefihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 9) 
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von Athyl neben Methyl, worauf vielleicht zuriickgefiihrt werden 
kann, daf die Ausbeuten beim Umkrystallisieren sehr mangel- 
haft waren, indem von 0,5 g nur 0,1 g beim Erkalten sich 
abschieden. Ob diese noch Athyl enthielten, konnte nicht 
mehr entschieden werden. 

0,1379 Substanz : 0,0346 AgBr (Carius) = 10,68°/o Br 


0,1342 » : 0,0841 AgJ (Zeisel) = 4,09°o Ges.-Alkyl, auf CH, 
berechnet 
0,1915 > : 0,0863 N(CH;),J = 3,37°/o CH, und 0,0087 N(CH),C,H,J 
= 0,61°/o C,H,. 
IIIc. 


Zur Entscheidung der Frage, ob schon durch Schwefel- 
siure allein eine Dimethylierung erreichbar ist, wurde noch 


der folgende Versuch ausgefihrt: 

1,5 g a-De(hydrobromid)himin‘) wurden in 75 ccm Methylalkohol 
unter Zusatz von 15 Tropfen konzentrierter Schwefelsdure gelést, die 
Lésung 15 Minuten im Sieden erhalten und dann in Wasser eingegossen, 
wobei ein Niederschlag entstand, der dann SO,-frei gewaschen, auf Flief- 
papier und im Vakuum getrocknet wurde. Die Ausheute betrug 1,5 g, 
durch angesiiuerten Methylalkohol trat Lésung ein. Nach dem Ausfall 
der Methoxylbestimmung hatte man auf das Eintreten zweier Methyle 
schliefen kénnen: 0,1285 Substanz gaben 0,0987 AgJ = 4,9 °/o CH, doch 
léste sich eine Probe in heifer Sodalésung auf, und es konnte festgestellt 
werden, daf das Produkt Schwefelsaure enthielt (0,2150 Subst. : 0,0184 BaSO, 
== 3,52 °/o SO,, wonach neben Dimethyl-Hydroxyhamin ein Methylschwefel- 
siureester eines monomethylierten Haimins vorliegen kénnte. Wurde die 
mit angesiuertem Methylalkohol erhaltene Lésung bei 40° mit 66 °/oiger 
Bromwasserstoffsiure versetzt, so trat ein Niederschlag ein, der nach der 
Reinigung 17,69°%o Br enthielt (0,2220 Subst. [i.V.] = 0,0907 AgBr. Es 
waren also fast zwei Molekeln Bromwasserstoff addiert worden. 


Bei dem beschriebenen Versuch war also unter Ver- 
mittelung der Schwefelsdure nicht vollstindige Dimethylierung 
eingetreten. Ein besseres Resultat in dieser Hinsicht wurde 
bei Verwendung eines f-Monomethylde(hydrobromid)haémins 
mit 2,3°/o CH, erhalten. 

Die Lésung von 1 g dieses Praparats in 50 ccm Methylakohol und 
10 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure wurde eine halbe Stunde am 


Riickflufkiihler im Sieden erhalten, dann auf Zimmertemperatur gekihit 
und nun durch 10 ccm 25°%oige Bromwasserstoffsdure gefallt. Der ge- 





‘) Das Himin wurde aus Ochsenblut hergestetlt. 
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reinigte und getrocknete Ausfall im Gewichte von 0,85 g enthielt 3,7°o CH, 
und 10,59°/o Brom. 
0,1386 Subst. (110°) : 0,0800 AgJ. 0,0236 Subst. (110°) : 0,0060 AgBr. 

Da das Produkt auch von heifer Sodalésung kaum angegriffen 
wurde, darf es als ein Dimethylderivat angesprochen werden, wonach 
hier durch Schwefelsiure allein vollstandige Methylierung erreicht worden 
ist. Auch dieser Kérper addierte Bromwasserstoff. 

0,65 g wurden in 5 ccm Chloroform gelést, die Lésung filtriert und 
das Filter mit 5 ccm Chloroform nachgespiilt; beim Eintragen des Ge- 
samtfiltrats in 20 ccm Ather, der 1 ccm 66°%oige Bromwasserstoffsiure 
enthielt, entstand ein geringer Niederschlag, dessen Gewicht nach Ab- 
saugen, Auswaschen mit Ather und Trocknen 0,23 g betrug. 

Er enthielt 18,68 °/o Brom. 

0,1092 Substanz (110°) : 0,0480 AgBr. 


IV. Uber g-Chlor-Hamin. 
(Nach Versuchen von Herrn Lobmiller.) 

Zur Untersuchung gelangten zwei Priaparate, die aus 
Ochsenblut nach der Methode von Mérner, also mit Hilfe 
von Athylalkohol bereitet worden waren. I. enthielt 1,33°/o 
C,H, (0,1445 Sbst.: 0,0156 AgJ) und léste sich in 5°/oiger 
Sodalésung bei Z.-T. auf. Es krystallisierte in kleinen Nadel- 
chen, die von Benzo] oder Chloroform auch beim Erwaérmen 
nicht gelést wurden; durch Methylathylketon erfolgte teilweise 
Lésung, wobei sich auch das Ungeléste in Trimmer groBerer 
Krystalle anscheinend vom Typus der Teichmannschen ver- 
wandelt hatte. Leider war die erhoffte Trennung in ein Monoathy] 
und in das nicht alkylierte B-Hamin nicht erfolgt: der, sehr kleine, 
lésliche Teil enthielt 2,05°/> C,H, (0,1511 Subst.: 0,0251 AgJ), 
das Ungeléste 0,86°/o C,H, (0,1585 Subst. : 0,0111 AgJ).!) — Die 
Umscheidung des Praparats vor der Behandlung mit Methylathyl- 
keton mit Hilfe von Eisessig ergab in bezug auf die Ausbeute 


befriedigende, in bezug auf die Form wechselnde Resultate: 
z.B. 1g: 0,7 g, Gemisch von kleinen Nadelchen und Teichmannschen 
Formen, 
2»: 1,67> kleine Nadelchen; Gehalt 0,99°%o C,H, (0,1638 Sub- 
stanz : 0,0131 AgJ), 
1»: 0,7 » nur Teichmannsche Formen. 





') Es ist nicht ausgeschlossen, daf schon beim Lésen in dem Keton 
eine teilweise Verseifung eintritt. Diesbeziigliche weitere Versuche sollen 


ausgefiihrt werden. 
5* 
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Das letzte Priparat wurde analysiert: 
0,1209 Substanz : 0,2795 CO,, 0,0557 H,O 
0.1312 »  : 0,0294 AgCl 
0.1581 »  : 0,0120 AgJ 
3 C,,H,.0,N,FeCl +- C;,H,,0,N,FeCl. ) 
Ber.: 63,25%o C 5,01% H 5,38% Cl 1,1 % C,H, 
Gef.: 63,05 %/o 5,12 °/o 5,4 %/o 0,94 °/o 
Durch die Behandlung mit der heiBen Essigséure war 
also eine geringe, aber leider nicht vollstandige Verseifung 
eingetreten, daneben in einem Falle anscheinend vollige Ver- 
wandlung in die a-Form, die sich auch durch den richtigen 
Gehalt von Chlor und die Unloéslichkeit in ungesiuertem Al- 
kohol als ein normales Hamin erwies. Doch gelang es nicht, 
Klarheit tiber die Bedingungen zu schaffen, unter denen sich 
nur die Teichmannschen Formen bilden. Es wurde dann 
noch der weitere Befund gemacht, da sich in letzterem ”) bei 
einer zweiten Umscheidung mit Hilfe von Eisessig-Bromkalium 
das Chlor durch Brom ohne Verinderung der Krystallform 
ersetzen lift, wihrend der Athylgehalt wiederum nur ein 
wenig abnahm. Das erhaltene a-Brom-Hamin gab folgende 


Werte: 





0,1571 Substanz : 0,0409 AgBr = 11,08°/o Br 
0.1878 »  :0,0090 Ag) = 0,84 C,H,. 

Im Oktober 1916 habe ich dann mit Herrn Dr. Reih- 
ling noch einige Versuche ausgefiihrt, um die Bedingungen 
festzulegen, unter denen die B-Form nur a-Chlor- resp. Brom- 
Hamin liefert, wobei sich zeigte, da die Konzentration der 
Essigsiure von Bedeutung ist. 

Es wurde je 1 g des nunmehr 2 Jahre alten Praparats 
von £-Chlor-Hiimin mit Hilfe von 3 ccm gereinigten Pyridins 
(Kahlbaum) und 5 cem Chloroform gelést, die Lésung filtriert, 





‘!) Nach der Athoxylbestimmung lag ein Gemisch aus 3 Teilen 


B-Haimin und 1 Teil Monoithylhamin vor. 
*) Die direkte Umscheidung des 8-Chlor-Hamins mit Hilfe von Eis- 


essig-Bromkalium ergab ein Praparat mit nur 10,29°o Brom. 
0,1299 Substanz : 0,0314 AgBr. 
Es war also wahrscheinlich nicht alles Chlor durch Brom ersetzt 


worden. 
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das Filter mit 3 ccm Chloroform nachgespilt und das Gesamt- 
filtrat eingetragen: 

a) in 70 ccm kochende, ca. 90°/oige Essigsaéure, die mit 
Chlorkalium gesattigt war: 

b) in 70 ccm kochenden Eisessigs, der Chlorwasserstoff 
enthielt; 

c) in 70 ccm kochenden Eisessigs, der mit Bromkalium 
gesattigt war: 

d) in 70 ccm kochenden Eisessigs, der 3 ccm Eisessig- 
Bromwasserstoff (spez. Gew. 1,4) enthielt. 

Nach dem Eintragen der Farbstofflésung wurde noch 
3 Minuten im Sieden erhalten; nach 6stiindigem Stehen wurde 
das auskrystallisierte Himin abgesaugt, die Mutterlauge durch 
Essigsdéure verdrangt, das Pyridin durch 1°/oige Salz- resp. 
Bromwasserstoffsiure weggenommen, halogenfrei gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Erhalten wurden: 

bei a) 0,56 g, in kugelférmigen Aggregaten, die sich 
durch Methylathylketon zu feinen Nadelchen verteilen, ver- 
einzelte Teichmannsche Krystalle. 

0,2162 Substanz (90°) : 0,0520 AgC] und 0,0250 Fe,0, = 5,94%0 Chlor 
und 8,1 °%o Eisen. 

Trotz des, allerdings ein wenig zu hoch gefundenen (ber. 
5,38°/c) Chlorgehalts, der auf ein «Himin» deutet, léste sich 
die Substanz in verdiinnter Schwefelséure und Alkohol auf. 
Es hegt also ein Pseudo-Hamin vor. 

Bei b) 0,265 g, grofe Teichmannsche Krystalle. 
0,1865 Substanz (90°) : 0.0412 AgCl und 0,0215 Fe,O, = 5,45°/o Chlor 
und 8,07 °/o Eisen. 

Hier handelte es sich um ein richtiges Himin, das an 
mit verdiinnter Schwefelsdéure angeséuerten Alkohol nur Spuren 
von Farbstoff abgab. 

Bei c) 0,76 g, schéne Teichmannsche Krystalle. 
0,1467 Substanz (90°) : 0,0395 AgBr und 0,0162 Fe,0, = 11,4°/o Brom 
und 7,74 °/o Eisen. 

Die Verdraingung des Chlors durch Brom war vollstandig 
geworden, wie die Uberfiihrung des erhaltenen Bromsilbers in 
Chlorsilber bewies, erhalten 0,0306 statt 0,0302 g. 

Auch hier handelte es sich um ein richtiges Hamin. 
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Bei d) 0,45 g, kugelige Aggregate 
0,2663 Substanz (90°) : 0,0650 AgBr und 0,0040 AgCl, 0,0303 Fe,0, 
= 10,4°o Brom, 0,37°/o Chlor und 7,97 °/o Eisen. 

Die beschriebenen Versuche geben also bereits einige 
Anhaltspunkte dafiir, wie die vollkommene Umwandlung der 
B- in die a-Form zu leiten sein wird, und sollen fortgesetzt 
werden. Leider wurden sie durch die Einberufung von Dr. 
Reihling unterbrochen. 

Durch die Behandlung mit Anilin wurde das mit Hilfe 
von Essigsiiure umgeschiedene Chlor-Himin mit ca. 1°/o Athyl 
in ein Produkt verwandelt, das, nach der Analyse zu urteilen, 
zum groften Teil aus einem Hydroxy-Héimin, zum kleinern aus 
einem De(hydrochlorid)hamin bestehen muB. 

0,1520 Substanz : 0,3639 CO,, 0,0719 H,O und 0,0202 Fe,0, 

0,1385 , : 0,000 AgCl (Carius) 

3 Cy,H,,0,N,Fe ++ CygH,,0,N,Fe. Ber.: 64,7% C 5,32% H 8,75 % Fe 
3 C,,H,,0,N,Fe +- C,,H,,0,N,Fe. >» : 66,56 %o 5,15 °/o 9,00 °/o. 
Gef.: 65,29 %/o 5,26 °/o 9,3 Vo 

In 5°/oiger Sodalésung liste sich eine Probe in 15 Mi- 

nuten klar auf. 


Das Produkt lief sich auf folgende Weise vollkommen alkylieren: 

1 g wurde in 50 ccm Methylalkohol und 10 Tropfen konzentrierte 
Schwefelséure gelést, die Lésung '/: Stunde im Sieden erhalten und dann 
durch 3ccm 66°/oige Bromwasserstoffsiure gefallt. Die gereinigte Ab- 
scheidung wog nach dem Trocknen 1,05 g und wurde durch 5 °/o ige Soda- 
lésung auch beim Erhitzen nicht angegriffen. 
0,1474 Substanz : 0,0926 AgJ = 4,01°/o CH, (auf den Athylgehalt wurde 

nicht gepriift), 

0,1677 > : 0,0459 AgBr = 11,65 °%/o Brom. 

Die Gewinnung von krystallisiertem Dimethylbromhimin beim Er- 
kalten einer heifigesittigten Lisung (0,1: 3 ccm) gelang nicht. 


Die Untersuchung des zweiten Priéparates von £-Chlor- 
Himin, das ebenfalls in Nadelchen krystallisierte und in ver- 
diinnter Sodalésung schon bei Z.-T. léslich war, ergab auch 
iihnliche Resultate wie die des ersten, z. B. war auch hier 
eine Trennung des Gemisches durch Methylathylketon nicht 
moglich, trotzdem sich ein kleiner Teil léste. 

Das Rohpraparat enthielt 1,67°/o C,H,, der in Methyl- 
iithylketon nicht lésliche Teil, dem Gewichte nach */é des Roh- 
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produkts, enthielt 1,16°/o C,H;. Die Krystallform dieses Teils 
erinnerte nach der Behandlung mit dem genannten Lésungs- 
mittel an die Teichmannschen Krystalle. 

Die direkte Umscheidung gelang zunichst sehr gut; es 
wurde dabei mit 80°/o Ausbeute ein Gemisch von a- und 
8-Formen erhalten. 

Bei dem Versuch, letztere durch eine nochmalige Um- 
scheidung zum Verschwinden zu bringen, wurden aber in der 
auch der Menge nach geringen Abscheidung nur f-Formen 
beobachtet. 

Durch die Behandlung mit Anilin wurde, nach der Analyse 
zu urteilen, wiederum ein Gemisch von Hydroxy-Hiimin und 
De(hydrochlorid)héimin erhalten: 

0,1398 Substanz : 0,3346 CO,, 0,0637 H,O und 0,0178 Fe,0, 

2 C,,H,,0,N,Fe + C,,H,,0,N,Fe. Ber.: 64,77°0 C 5,35°%o H 8,72 % Fe‘) 
2 C,,H,,0,N,Fe + C,,H,,0,N,Fe. » : 66,63°/o 5,18 °/o H 8,97 %/o 
Gef.: 65,28 °/o 5,10 °/o 8,91 %/o 

Das Priiparat loste sich in 1°/oiger Sodalésung kolloidal, 
wihrend das Hiimin selbst sich klar loste.?) 

Die Wiederanlagerung von Chlorwasserstoff gelang nach 
der Essigsiuremethode, 1 g gab 0,65 g, meist in kleinen 
Nadelchen krystallisierend, vereinzelt fanden sich Teich- 
mannsche Formen. 

0,1169 Substanz : 0,0241 AgCl = 5,1°%o Chlor. 

Im Anschlu8 an die Untersuchung der mit Hilfe von 
Athylalkohol hergestellten 6-Chlor-Himine wurde auch noch 
das in einer friiheren Abhandlung*) beschriebene mit Hilfe von 
athylalkoholhaltigem Methylalkohol gewonnene £-Chlor-Haimin 
(Praéparat III C,) der Umscheidung nach der Essigsiuremethode 
unterzogen. Hierbei wurde die Lésung von 1 g des Hamins 
in 3 cem Pyridin und 5 cem Chloroform filtriert, zum Nach- 
spiilen 10 ccm Chloroform beniitzt und das Gesamtfiltrat in 





1) Das Priparat bestand nach seinem Athylgehalt etwa zu ‘/s aus 
dem Monoiathylester. 

*) Das «De(hydrobromid)-f-Hamin, welches in dieser Zeitschr., 
Bd. 91, S. 137 beschrieben wurde, léste sich in 1°/oiger Sodalésung klar auf. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 140 (1912). 
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70 cem Eisessig-Chlornatrium bei 110° eingetragen, nachdem 
noch 10 Tropfen 25°/oige Salzséure hinzugegeben worden waren. 
Die am nachsten Tage gesammelte fuferst geringe Abschei- 
dung zeigte keine deutlichen Krystalle und léste sich in mit 
verdiinnter Schwefelsénre angesiuertem Methylalkohol glatt auf. 

Da das Praparat 1,65°/o Gesamtalkyl, auf Methyl berechnet, 
enthilt, lehrt der Versuch, dafi ein Gehalt an Methyl die Ver- 
wandlung der £- in die a-Form stirker hindert wie ein solcher 


an Athy]. 
VI. Uber B-Brom-Hamine. 


Im 91. Bande dieser Zeitschrift!) haben K. Reihling und 
ich Versuche beschrieben, aus denen hervorging, dafi die mit 
Hilfe von Methylalkohol, der Athylalkohol enthielt, hergestellten 
8-Brom-Himine bei der Umscheidung mit Eisessig Produkte 
lieferten, die einen zu geringen Bromgehalt gegentiber normalem 
Himin aufwiesen. Es handelte sich um die in Chloroform 
nicht léslichen Teile (B) der Praparate Nr. I und Nr. II. 

Ahnliche Beobachtungen wurden darauf von Herrn Lob- 
miller bei der Untersuchung der entsprechenden Teile der 
Priparate Nr. III und Nr. IV gemacht. 

Das erstere gab bei der Umscheidung mit Hilfe von Eis- 
essig und Bromkalium meist kuglige Gebilde, vereinzelt zeigten 
sich sehr lange, keilformige Krystalle. Der Bromgehalt betrug 
7,25°/o (0,1280 Sbst. : 0,0221 AgBr). 

Priparat IV B zeigte nach der Umscheidung zuniichst 
kuglige Gebilde, bis zum niéchsten Tage waren diese aber in 
Krystalle tibergegangen, die an schmale Teichmannsche 
Formen erinnerten, also unter dem Einflu{B der Essigsaure. 

Der Bromgehalt betrug 8,06°/o (0,1272 Sbst. : 0,0241 
AgBr). 

Alkylbestimmungen nach der Methode von Willstatter, 
die ich Herrn Dipl. Ing. O. Kusch verdanke, ergaben nun, dah 
Prip. IIB enthielt: 0,9 °/o CH, u. 0,66 °/o C,H, statt wie angegeben 1,3 °/o CH, 

>» IIB >» :1,2 °/oCH,» 0,9 %oC,H; » » ’ 1,8 °%%/o CH, 
> IVB~ >»  :0,82%oCH, >» 1,02%C,H, >» >» > 1,66 Jo CH, 


1) S. 135 und 141/2. 
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(0,3800 Substanz : 0,0480 (CH,),NJ und 0,0186 (CH,),C,H,NJ 
0.3524 » — : 0,0530 (CH,),NJ » 0,0240 (CH,),C,H,NJ 
0,3158 > : 0,0350 (CH,),NJ » 0,0240 (CH,),C,H,NJ). 
welche Resultate zu dem Schlu8 berechtigen, dafi um so mehr 
Brom bei der Umscheidung wieder in die Molekel aufgenommen 
wird, je weniger Methyl vorhanden ist, denn 
das umgeschiedene Priparat II B enthielt 8,5 resp. 9,6°/o Brom 
lil B » 7,25°/o Brom 
IVB >» §8,06°%o » 

Alle diese umgeschiedenen Praparate stellten aber Pseudo- 
Hamine vor, da sie sich in Alkohol, der wenige Tropfen ver- 
diinnte Schwefelsiure enthielt, bei Z.-T. sofort lésten. 

Ein ganz anderes Resultat erzielte nun Herr Lobmiller 
bei der Umscheidung des aus Pferdeblut gewonnenen Priparats 
VB und zwar dem Teile desselben, der sich auch in Methyl- 
ithylketon nicht gelést hatte, hier wurde ein nicht nur normal 
zusammengesetztes, sondern auch ein richtiges Hiimin erhalten, 
das sich in schwefelsiéurehaltigem Alkohol nur spurenweis 
léste und zwar bei mehreren Versuchen.') 1 g lieferte z. B. 
0,8 g in Form der Teichmannschen Krystalle. 

Analyse: 0,1345 Substanz : 0,2871 CO, und 0,0596 H,O 
0.1354 >» +: 00855 AgBr 
0,2380 > : 0,0363 AgBr 
C,,H;,0,N,FeBr. Ber.: 58,62°%o C 4,6 %o H 11,49°/o Br 
Gef.: 58,22%o 492% 11,19 und 11,16 %o Br. 

Da Priéparat V B in Wiirfelform krystallisierte, war also 
die Umwandlung der f- in die a-Form vollstindig gegliickt, 
welches Resultat mit dem geringen Methylgehalt von V B 
(0,4°/o CH,) in Zusammenhang stehen muf. 

Es ergibt sich also, daf B-Chlor-Hamin mit bis zu 1,6°/o 
Athyl in ein normales a-Chlor-Hiimin verwandelt werden kann, 
B-Chlor-Hamin mit 1,6°/o Methyl, sowie die 8-Brom-Hiimine 
mit ahnlichem Methylgehalt dagegen Pseudo-Himine geben, 





') Welche Griinde das Miflingen der Umscheidungsversuche von 
Dr. Reihling bei diesem Praparate herbeigefiihrt haben (vgl. diese Zeitschr., 
Bd. 91, 8.148) konnte nicht mehr festgestellt werden, méglicherweise hat 
aber die Behandlung des Praparats mit Methylathylketon einen giinstigen 
Einflu{ ausgetbt. 
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wihrend ein B-Brom-Hamin mit nur 0,4°/o Methyl ein richtiges 
a-Hiimin gibt. 

Die folgenden Versuche zeigen, dafi athylierte 8-Brom- 
Hiimine mit héherem Gehalt an Athy] Pseudo-Himine geben, 
und es darf also behauptet werden, dai Brom ungiinstiger als 
Chlor, ein Methylgehalt ungiinstiger als ein Athylgehalt fiir das 
Gelingen der Uberfiihrung der B- in die a-Form ist. 


Vil. Uber B-Brom-Himine, die mit Hilfe von Athyl- 
alkohol hergestellt worden sind. 


5 Liter Ochsenblut lieferten 16,7 g eines in Wiirfeln 
krystallisierenden, in 5°/oiger Sodalésung bei Z.-T. léslichen 
Hiimins, das i. D. 2,0°/) Athyl enthielt, wonach also ein Ge- 
misch von $-Brom-Hémin mit Monoathyl-B-Brom-Himin zu 
gleichen Teilen vorliegen mubite. 

0,1371 Substanz : 0,0201 AgJ = 1,8 %o C,H, 
01337 » : 00245 AgJ = 2,25°%o C,H,. 

Das Priiparat loste sich, nach seiner Darstellung unter- 
sucht, in Methylaéthylketon vollstaéndig auf, aus dieser Lésung 
krystallisierte es in Spindelform. Nach langer Aufbewahrung 
konnte nur noch teilweise Lésung erzielt werden. Bei der Um- 
scheidung mit Hilfe von Eisessig-Bromkalium wurden in mangel- 
hafter Ausbeute meist kugelf6rmige Gebilde erhalten, denen ver- 
einzelte Teichmannsche Krystalle beigemengt waren. DieUnter- 
suchung ergab, dafi die Bedingungen bei der Umscheidung von 
groBer Bedeutung fiir die Zusammensetzung der erhaltenen Ab- 
scheidung sind, in keinem Falle lag aber ein reguléres Himin vor. 


1. Versuch. 1g «Haimin» wurden in 2 cem Pyridin und 5 ccm Chloro- 
form gelést, die Lésung filtriert, das Filter mit 3 ccm Chloroform nach- 
gespilt. Das Filtrat wird in 70 ccm Eisessig-Bromkalium bei 110° ein- 
getragen. Das Gewicht der Abscheidung nach der Reinigung betragt 0,7 g, 
sie krystallisiert z. T. in Teichmannschen Formen. Da sich aber nur ein 
Bromgehalt von 9,82°/o ergibt, Chlor nicht nachgewiesen werden kann 
und die Substanz sich auch in angesiiuertem Alkohol lést, hegt ein Pseudo- 
Hamin vor. Ferner ist zu erwaihnen, daf bei dieser Umscheidung teilweise 
Verseifung eingetreten ist, da die Abscheidung nur noch 1,02 °/o C,H, enthalt. 
0,2261 Subst. (100°) : 0,0520 AgBr = 0,0400 AgC] (ber. 0,0397) = 9,82 %/o Br 

0,0275 Fe,0, = 8,5 % Fe. 
0,1390 » (100°): 00115 AgJ = 1,02°%o C,H,. 
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Das Pseudo-Himin lief nun leicht in ein Monoathyl-B-Brom-Himin 
umwandeln, dadurch dafi die schwefelsaure alkoholische Lésung desselben 
siedend durch 66 °/oige Bromwasserstoffsiure gefaillt wurde, was nahezu 
quantitativ erfolgte. Nach 12stiindigem Stehen wurde die Abscheidung 
dann abgesaugt und, nachdem die Mutterlauge durch Alkohol verdringt 
worden war, SO,- und Br-frei gewaschen. In ihr liegt ein in grofen 
Wiirfeln krystallisierendes echtes Himin vor, das also in angesduertem 
Alkohol nur spurenweis lislich ist und, da es sich erst in heifer 5 °/oiger 
Sodalésung auflést, monoalkyliert worden ist. 

0,0535 Substanz (100°) : 0,0135 AgBr und 0,0060 Fe,0, 
C,,H,,0,N,FeBr. Ber.: 11,04% Br 7,73°%o Fe 
Gef.: 10,74 °/o 7,85 °0 

Die Riickverwandlung eines Gemisches von Pseudo-Haimin und 
De(hydrobromid)himin in ein echtes B-Brom-Hamin unter gleichzeitiger 
Monoithylierung erfolgte auch bei einem weiteren Versuch. 

Beim 2.Versuch wurde zum Lésen von 1 g Himin etwas mehr 
Pyridin (3 ccm) und Chloroform (22 ccm im ganzen) genommen, um den 
Farbstoff vollstandig aus dem Filter zu spiilen, das Eintragen erfolgte in 
70 ccm Eisessig, der 5 ccm Eisessig-Bromwasserstoff enthielt. Die Ab- 
scheidung betrug nur 0,4 g und zeigte keine deutlichen Krystalle; nach 
dem Verhalten gegen angesiuerten Athylalkohol lag ein Gemisch von 
Pseudohamin und De(hydrobromid) vor, da anscheinend vollstandige Lésung 
erfolgte, entsprechend wurde der Bromgehalt nur = 6,67°/o gefunden. 

0,185 Substanz (90°) = 0,0290 AgBr. 

Bei einem dritten Versuch ergaben sich ahnliche Resultate; hier 
wurde die 0,3 g betragende, in kugligen Aggregaten krystallisierende Ab- 
scheidung mit angesiuertem Alkohol gewaschen, bis sich nur noch Spuren 
lésten, wobei etwa ?/s der Menge in Lésung gingen. Der Rest zeigte jetzt 
den berechneten Bromgehalt, so daf’ anzunehmen ist, dafs die Abschei- 
dung neben Pseudohimin und De(hydrobromid)himin auch B-Brom-Himin 
enthielt. 

0,111 g Substanz (100°) : 00277 AgBr = 10,61 °/o Br. 

Bei dem Versuch, das 8.37 beschriebene Monoithyl-8-Brom-Haimin 
nach der Essigsiuremethode in die a-Form itiberzufiihren, wurde bei Ver- 
wendung von 1g nur eine ganz minimale Abscheidung erhalten. Ein 
reichlicher Niederschlag ergab sich erst nach der Verdiinnung mit 25°/oiger 
Bromwasserstoffsaure, dieser liste sich aber glatt in angesdiuertem Alkohol 
auf, und da er auch in 5°/oiger Sodalésung bei Zimmertemperatur léslich 
war, ist anzunehmen, dafs hier sogar Verseifung eingetreten war. 


Zusammenfassung. 


Aus den in einigen friiheren und in den drei vorstehenden 
Abhandlungen mitgeteilten Beobachtungen und analytischen 
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Ergebnissen wurde der Schlu& gezogen, daf bei der Einwirkung 
von Anilin auf Hamine auBer einem «Hydroxy-Hamin» genannten 
Korper zwei De(hydrohalogen)hamine entstehen, die nach der 
Bindungsart des Eisens in ihnen als O- und als N-De(hydro- 
halogen)hémin unterschieden werden. 

Unter Zugrundelegung dieser Annahme und der weiteren, 
daf die Einwirkung von anderen organischen Basen, die bei 
der Umscheidung der Hamine beniitzt werden, ahnlich verlauft 
wie die des Anilins, ergibt sich dann eine befriedigende Er- 
klarung fiir mancherlei verwirrend wirkende Beobachtungen, 
die bei der Umscheidung der Haimine nach der Essigsaure- 
methode sowohl wie fiir die mit Veresterung verbundene 
Umscheidung nach der Alkoholmethode gemacht worden waren. 
Eine weitere Stiitze findet die Annahme durch die bisher bei 
der Einwirkung von Diazomethan gemachten Erfahrungen, 
wonach iithylierte Hiimine, die mit Erfolg nach der Essig- 
methode umgeschieden werden kénnen, auch der Methylierung 
durch Diazomethan zuginglich sind. 

Das Versagen der Umscheidung bei anderen, namentlich 
bei methylierten Brom-Haminen, wird auf die Bildung eines 
Pseudo-Hamins zuriickgefiihrt, bei dem im Gegensatz zum 
echten Hamin Salzbildung an einem der basischen Stickstoff- 
atome als méglich angenommen wird. 

Die Modglichkeit des Entstehens der aufgefiihrten Hamin- 
derivate griindet sich auf meine friiher entwickelten Anschau- 
ungen von den engen Beziehungen, welche zwischen den sauren 
Gruppen des Hamins und seinen basischen Stellen bestehen 
oder durch die Halogeneisengruppe vermittelt werden, soda 
der basische Charakter fiir gew6hnlich latent ist. 

Weitere Versuche werden erweisen, ob die entwickelten 
Vorstellungen geeignet sind, einen tieferen Einblick in die 
Konfiguration des Héaminmolekiils und in die verwickelten 
Reaktionen zu schaffen, die sich bei der Uberfiihrung des 
Himins in Ester und andere Derivate abspielen. 


Stuttgart, am 14. Sept. 1917. 
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Zur Kenntnis der wasserléslichen Kohlenhydrate der 
Laubblatter. 


Von 


Harald Kylin. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1917.) 


In bezug auf die Produkte, die sich bei der Assimilation 
in den Laubblattern bilden, unterscheidet man wie bekannt 
nach Stahl (1900, S. 558) zwei verschiedene Typen, namlich 
die Stérkeblatter und die Zuckerblitter. Starkeblatter nennt 
man solche, die beim AssimilationsprozeB rasch und reichlich 
Starke speichern, Zuckerblatter dagegen diejenigen, welche in 
der freien Natur niemals oder doch nur unter den giinstigsten 
Assimilationsbedingungen Starke bilden, die aber die Produkte 
der Assimilation in léslicher Form anhiufen. Der Gegensatz 
liegt also darin, ob Stéirke bei der Assimilation gebildet wird 
oder nicht, und es wire demnach vielleicht richtiger, von 
«Stirkeblatter» und «Nicht-Starkeblitter» zu sprechen, da es 
ja nicht von vornherein auszuschliefBen ist, dai die Assimilations- 
produkte der Zuckerbliitter andere wasserloésliche Kohlenhydrate 
als die Zuckerarten sein kénnen. 

Die von Stahl durchgefiihrte Unterscheidung zwischen 
Starkeblattern und Zuckerblattern griindet sich auf die Unter- 
suchungen von Meyer und Schimper. Meyer (1885) hat 
eine groBe Menge Laubblatter untersucht, und er hat dabei 
nachweisen kénnen, daB es Pflanzen gibt, die nur sehr geringe 
Mengen Starke oder sogar keine bilden, wihrend andere in 
ihren Blattern Starke in groBen Mengen anhaufen. Er stellte 
auch fest, daB der Prefsaft aus Blattern, die keine oder nur 
sehr wenig Stiirke speichern, im allgemeinen eine gréfere 
Menge reduzierender Kohlenhydrate enthalt als der PreBsaft 
der lebhaft stirkespeichernden Blatter. In bezug auf die Menge 
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der wasserléslichen, nicht reduzierenden Kohlenhydrate kann 
man aus den Angaben von Meyer keine sichere Schluf- 
folgerung ziehen. Von besonderem Interesse ist aber die An- 
gabe, dafi in den Blattern von Yucca filamentosa ein 
wasserl6sliches, nicht reduzierendes Kohlenhydrat in nicht un- 
bedeutenden Mengen vorkommt. Meyer behauptet, dab dieses 
Kohlenhydrat mit dem von Schmiedeberg in Scilla mari- 
tima gefundenen Sinistrin identisch sei. Dies ist wohl nicht 
so ganz sicher, soviel ist aber sicher, daf das von Meyer 
in Yucca filamentosa entdeckte Kohlenhydrat zu der Inulin- 
reihe gehort, wenn man mit dieser Reihe alle diejenigen Kohlen- 
hydrate zusammenfaft, die linksdrehend sind und bei der 
Hydrolyse Liivulose geben. Starke kommt in den Blattern von 
Yucca filamentosa nicht vor; sie wird von dem «Sinistrin» 
ersetzt. 

Schimper hat einige Pflanzen in bezug auf ihren Gehalt 
an Glykose und Stirke untersucht und ist dabei zu der SchluB- 
folgerung gekommen, «dal die Menge der Glykose derjenigen 
der Stirke umgekehrt proportional ist» (Schimper, 1885, 
S. 779). Unter Glykose versteht Schimper in diesem Zu- 
sammenhang reduzierende Zuckerarten. Die Mengen von Gly- 
kose und Starke wurden nicht quantitativ bestimmt, sondern 
nur anniiherungsweise geschatzt. 

Wie oben erwéihnt wurde, griindet sich die von Stahl 
durchgefiihrte Unterscheidung zwischen Starkeblattern und 
Zuckerblattern auf die Untersuchungen von Meyer und Schim- 
per, also auf die Tatsache, dafi in den Blattern die Menge 
der reduzierenden Zuckerarten derjenigen der Starke umgekehrt 
proportional ist. Eine Ausnahme von dieser Regel ist aber 
schon durch die Arbeit von Meyer bekannt, indem dieser 
nachweisen konnte, daB die Blatter von Allium schoeno- 
pratum nur sehr geringe Mengen reduzierender Zuckerarten 
enthalten, trotzdem sie keine Starke speichern, und es ist ja 
von vornherein wahrscheinlich, daB es auch andere Pflanzen 
gibt, die in dieser Hinsicht mit Allium schoenoprasum 
iibereinstimmen. Nun fragt es sich aber, welche Stoffe diese 
Pflanzen bei ibrer Assimilation aufspeichern. Bei Beantwortung 
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dieser Frage mui man in erster Linie die wasserldéslichen, 
nicht reduzierenden Kohlenhydrate beriicksichtigen, da es 
wahrscheinlich ist, daf diejenigen Blatter, die nur geringe 
Mengen reduzierender Zuckerarten oder Starke enthalten, eine 
groBere Menge wasserloslicher, nicht reduzierender Kohlen- 
hydrate bilden, und ich habe deshalb die Mengen der redu- 
zierenden Zuckerarten und der wasserléslichen, nicht redu- 
zierenden Kohlenhydrate teils in einigen Zuckerblattern, teils 
in einigen Starkeblattern quantitativ untersucht. 

Zu dieser Untersuchung wurde ich durch meine Studien 
iiber die Assimilationsprodukte einiger Phaeophyceen angeregt. 
Ich habe némlich nachgewiesen, daf es bei einigen hergeh6rigen 
Algen, die nie Starke bilden, und die nur sehr geringe Mengen 
reduzierender Zuckerarten enthalten, ein besonderes Poly- 
saccharid gibt, das Laminarin genannt worden ist. Das Laminarin 
ersetzt physiologisch die Starke anderer Pflanzen. Und meiner 
Meinung nach ist es nicht von vornherein unwahrscheinlich, 
dafS es unter den sogenannten Zuckerblattern solche gibt, bei 
denen die Starke von wasserloslichen Polysacchariden irgend 
einer Art ersetzt wird, in derselben Weise wie es bei einigen 
bisher untersuchten Braunalgen der Fall ist. 

Jiingst ist eine Arbeit von Gast erschienen, in welcher 
fiir einige Laubblatter nicht nur die Zuckerarten, Saccharose, 
Maltose, Dextrose und Liévulose, sondern auch die Starke be- 
stimmt worden sind. Die Resultate habe ich in der Tabelle | 


zusammengestellt. 


Tabelle 1. 








Kohlenhydrate in Proz. des Trockengewichtes 
1h bis 34 nachm. 





srk |S, Matose| Des: | 1A; samt 
Tropaeolum majus. .| 6,44 | 4,37 | 1,07 | 0,48 | 3,28 | 9,20 
Cucurbita ficifolia . .| 606 | 263 | 058 | 0,00 | 0,85 | 4,06 
Vitis vinifera... .| 534 | 312 | 053 | 1,01 | 166 | 6,32 
Musa ensete. .. . .| 0,67 | 7,36 | 0,68 | 2,62 | 2,43 | 13,09 
Canna iridifolia . . .| 1,27 | 589 | 038 | 0,00) 030! 6857 
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Unter den von Gast untersuchten Pflanzen sind in bezug 
auf die Stirkemenge Tropaeolum majus, Cucurbita fici- 
folia und Vitis vinifera zu den Starkeblittern zu stellen, 
Musa ensete und Canna iridifolia am besten unter den 
Zuckerblittern einzureihen. Unter den untersuchten Starke- 
blittern besitzt Cucurbita eine geringe Menge reduzierender 
Zuckerarten, Tropaeolum dagegen eine betriichtliche Menge; 
Vitis nimmt eine Mittelstellung ein. Unter den Zuckerblattern 
enthalt Musa eine betrachtliche Menge reduzierender Zucker- 
arten, Canna dagegen nur geringe Mengen. Die von Schimper 
behauptete umgekehrte Proportionalitat zwischen reduzierenden 
Zuckerarten und Starke lat sich demnach nicht immer be- 
stitigen. 

In diesem Zusammenhang mochte ich auch auf eine Unter- 
suchung von Miiller (1904) hinweisen, nach welcher die 
Stirkeblitter eine gréfere Menge Assimilationsprodukte als die 
Zuckerblitter aufzuhaéufen vermdgen. Die Beobachtung von 
Miiller trifft gut zu, wenn man Canna iridifolia mit den 
drei Stirkeblatter fihrenden Pflanzen vergleicht, dagegen nicht, 
wenn man anstatt Canna iridifolia Musa ensete beriick- 
sichtigt. 


Die von mir untersuchten Blatter sind wiihrend der 
Mittagszeit, zwischen 1—2h nachmittags, eingesammelt wor- 
den, also wihrend einer Zeit, wo man zu erwarten hat, daB 
die Blatter Assimilationsprodukte am reichlichsten enthalten. 
Die Untersuchung ist in der letzten Woche des Mai und der 
ersten Hialfte des Juni dieses Jahres (1917) gemacht worden. 
Wahrend dieser Zeit herrschte ein warmes, heiteres Wetter, 
also Bedingungen, welche die Assimilationsintensitat giinstig 
beeinfluBten. 

Von jeder der untersuchten Arten wurden 100 g frisch 
gepfliickter Blatter abgewogen. — Gleichzeitig wurden etwa 
1,5 g Blatter abgewogen, um das Trockengewicht zu_be- 
stimmen. — Die Blitter wurden zerschnitten, nach Zusatz von 
etwas Calciumearbonat, um die Pflanzensauren zu neutralisieren, 
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mit 750 cem siedendem Wasser iibergossen, und dann eine 
Viertelstunde im Wasserbad erwirmt. Nach einem Tage wurde 
das Extrakt abdekantiert, das Material mit 500 cem Wasser 
iibergossen, dann eine Viertelstunde im Wasserbade erwarmt 
und nach einem Tage wieder abdekantiert. Dieses Verfahren 
wurde noch einmal wiederholt, und das Material schlieBlich 
ausgepreBt. Die vereinigten drei Extrakte wurden dann zu 
etwa 125 ccm konzentriert, mit Bleiessig gefillt, zu 200 ccm 
ergiinzt und dann filtriert. 

Durch diese Behandlung habe ich beabsichtigt, die wasser- 
léslichen Kohlenhydrate so gut wie mdglich zu extrahieren. 
Um den Rohrzucker vor Hydrolyse zu schiitzen, wurde Calcium- 
carbonat zugesetzt, und anhaltende, hdhere Temperatur wahrend 
des Extrahierens vermieden. Durch den Zusatz von Bleiessig 
wurden die Gerbstoffe und diejenigen amorphen Kohlenhydrate, 
die zu den Pflanzenschleimen und den Pektinstoffen gehdéren, 
entfernt. 

Nach dem Abfiltrieren des Bleiessigniederschlages wurde 
das Filtrat auf sein optisches Drehungsvermégen und sein Re- 
duktionsvermogen (durch Titrierung nach Fehling) untersucht. 

Dann wurden von dem Filtrate zwei Portionen von je 
35 ccm abgemessen, und die eine mit Essigsaiure bis zu etwa 
3°/e, die andere mit Schwefelsdure bis zu etwa 3°/o versetzt. 
— Beim Zusatz von Schwefelsiure muBte beriicksichtigt werden, 
daB das Filtrat Bleiacetat enthielt. — Die beiden Portionen 
wurden dann in siedendem Wasserbade wahrend zwei Stunden 
hydrolysiert, und nach Zusatz von derjenigen Wassermenge, 
die wahrend der Hydrolyse verdunstet war, auf Drehungs- und 
Reduktionsvermégen untersucht. 

Auf Grund der Bestimmung des Reduktionsvermégens des 
nicht hydrolysierten Filtrates lé®t sich die Summe der redu- 
zierenden Zuckerarien bestimmen, und sie ist in der Tabelle 2 
als Dextrose berechnet worden. Die Menge des Rohrzuckers 
laBt sich aus der Veridnderung des Drehungsvermégens oder 
aus derjenigen des Reduktionsvermégens nach der Hydrolyse 
mit Essigsiure berechnen, natiirlich unter der Voraussetzung, 
da8 die Essigsiure andere Saccharide, die eventuell vorhanden 
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sein kénnen, intakt lift. In der Tabelle 2 sind die Rohrzucker- 
mengen in beiden, oben erwiéhnten Weisen berechnet worden: 
die Berechnung nach der Veriinderung des Drehungsvermégens 
hat einen etwas héheren Wert gegeben als die nach der Ver- 
inderung des Reduktionsvermégens. — Man erhalt die Menge 
des im Filtrate anwesenden Rohrzuckers, wenn man die im 
2 dm-Rohre gemessene Rotationsverminderung mit 0,57 multi- 
pliziert. — Die Vergréferung des Reduktionswertes nach der 
Hydrolyse mit Essigsiure habe ich als Dextrose berechnet und 
den dabei gefundenen Wert als die Menge des im Filtrate vor- 
handenen Rohrzuckers betrachtet. 1g Rohrzucker gibt freilich 
105 g Invertzucker, da aber das Reduktionsvermégen der Lavu- 
lose etwas kleiner ist als das der Dextrose (Liivulose : Dextrose 
= 92: 100), ist diese Berechnungsweise ziemlich richtig. — Der 
Unterschied im Reduktionsvermégen nach der Hydrolyse mit 
Essigsiiure und derjenige mit Schwefelsiiure bezieht sich auf 
die Menge der Di- und Polysaccharide, Rohrzucker ausgenommen, 
Das Reduktionsvermégen nach der Hydrolyse mit Schwefel- 
siiure gestattet eine (wenigstens approximative) Berechnung 
der Gesamtmenge wasserléslicher Kohlenhydrate. In der Tab. 2 
sind sie als Dextrose berechnet worden. 

Der Umstand, daB in den Pflanzenextrakten ein Gemisch 
von Sacchariden vorliegt, beeinfluBt in unvorteilhafter Weise 
die Genauigkeit der Analysenresultate und die in der Tabelle 2 
zusammengestellten Angaben sind deshalb nur approximativ 
richtig. Da aber die Untersuchung in bezug auf alle Blatter 
in derselben Weise fortgetrieben worden ist, gestatten doch 
diese Angaben einen Vergleich zwischen den Mengen wasser- 
léslicher Kohlenhydrate in den beiden Typen, den Zucker- 
blittern und Stirkebliattern. — In bezug auf die Tabelle 2 sei 
weiter bemerkt, da die Primiérangaben tiber das Drehungs- 
und Reduktionsvermégen vor und nach der Hydrolyse sich auf 
200 ecm Filtrat beziehen. Die daraus berechneten Mengen muf 
man demnach verdoppeln, um Angaben tiber die Mengen der ver- 
schiedenen Kohlenhydrate des Ausgangsmateriales (100g), in Pro- 
zent des Frischgewichtes ausgedriickt, zu bekommen. — Das Vor- 
kommen oder Nicht-Vorkommen von Starke wurde von Sachs’ 
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Jodprobe untersucht. Bei den als Zuckerblitter angeftihrten 
Blattern lieBen sich geringe Mengen Stiirke bei Veratrum 
nigrum und Convallaria majalis nachweisen, die tibrigen 
waren stirkefrei. Taraxacum, Bunias und Acer besafen 
reiche Mengen Starke, Hosta und Tilia dagegen miabige Mengen. 

Tulipa silvestris. Die Blatter dieser Pflanze enthalten 
besonders grofe Mengen reduzierender Zuckerarten und wie 
aus dem Drehungsvermégen hervorgeht, liegt in diesem Falle 
hauptsichlich Dextrose vor. Auferdem enthalten die Blatter 
etwa 1°/o Rohrzucker, wahrend tibrige Saccharide nur in ge- 
ringer Menge vorhanden sind, Die frischen Bliitter schmecken 
stark siif. 

Narcissus poeticus, Die Blatter dieser Pflanze ent- 
halten ebenfalls groBbe Mengen reduzierender Zuckerarten, sie 
stehen aber in dieser Hinsicht weit hinter denjenigen der vor- 
hergehenden Art. Beide Arten enthalten etwa gleich grobe 
Mengen Rohrzucker, Narcissus besitzt aber eine grofe Menge 
von nicht naher bestimmten, wasserléslichen Kohlenhydraten 
als Tulipa. 

Gentiana brevidens. Diese Pflanze besitzt ein be- 
sonderes Interesse. Es hat sich niémlich ergeben, dal} die 
Blatter neben einer nicht unbedeutenden Menge reduzierender 
Zuckerarten ein noch nicht bekanntes Saccharid enthalten, 
welches linksdrehend ist und bei der Hydrolyse nur Dextrose 
gibt. Aus den Angaben tiber das Drehungs- und Reduktions- 
vermégen nach der Hydrolyse mit Schwefelsdure laBt sich 
nimlich der Gehalt an Dextrose nach dem Drehungswert auf 
4,56°/o, nach dem Reduktionswert auf 4,54°/o berechnen. Die 
Ubereinstimmung dieser beiden Werte zeigt, dai Liivulose nicht 
vorhanden sein kann, und daf nach der Hydrolyse mit Schwefel- 
saure nur Dextrose vorhanden ist. Aus diesem Ergebnisse 
kann man die Schluffolgerung ziehen, daB nicht nur Livulose, 
sondern auch Rohrzucker fehlt. Unter der Voraussetzung, dab 
das hier vorliegende, noch unbekannte Saccharid nicht redu- 
zierend wirkt, berechnet sich die Dextrosemenge in den Blattern 
von Gentiana brevidens zu 2,02°/o und die Menge des 
unbekannten Saccharides zu 2,52°/o. In bezug auf die Eigen- 
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Tabelle 2. 
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| Vor der ' Nach der Hydrolyse | Wasserlésliche Kohlenhydrate in 
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| Rohre) jenteprech.| Rohre) | enteprech,| Rohre) jentsprech,| arten | net” |rechnet |b¥drate | hydrate 
Zuckerblatter: | | | | | | ! | 
z Tulipa silvestris . . | 1640 | +3,60| 3,03 | 4.2.62 | 343 | +243! 3,49 | 6,06 | 1,12 0,80 | 0,12 | 6,98 
= Narcissus poeticus . | 15,49 | +062 | 1,25 | — 0,29 | 1,67 | —0,25| 2,00 | 2,50 | 1,04 | 0,84 | 0,66; 4,00 
se Gentiana brevidens. | 20,06 | —0,78! 1,01 | +0,05! 1,32 | +240! 227 | 202; — | — | 2,52) 4,54 
ss) Hemerocallis fulva . | 16,57 | +0,50| 0,82 | —o34| 1,25 | —050| 1,61 | 1,64 | 0,96 | 0,86 | 0,72 | 3,22 
he Fritilaria imperialis. | 10,94 | -+0,18| 0,61 | — 0,24 0,80 | —0,36) 1,05 | 1,22 | 0,44 | 0,38 | 0,50 | 2,10 
he Allium victoriale. . | 16,65 ++ 1,08} 0,39 | +0,07| 0,89 | +015, 1,09 | 0,78 | 1,15 | 1,00 | 0,40 | 2,18 
Veratrum nigrum. . | 19,45 , +0,70| 0,39 | —0,08|} 0,79 | —0,48| 1,11 | 0,7 | 0,91 | 0,80 | 0,64 | 2,22 
Scilla sibirica . . . | 10,34 | —0,05| 0,29 | —0,28; 040 | —0,20) 0,52 | 0,58 | 0,26 | 0,22 | 0,24 | 1,04 
Iris germanica. . . | 25,50 | +0,04| 0,214 | —0,80| 0,42 | —0,77| 0,88 | 0,42 | 0,39 | 0,42 | 0,92 | 1,76 
Convallaria majalis. | 23,64 | +-0,28 0,06 | —0,70) 0,89 | —1,00| 1,85 | 012; — | — | — | 3,70 
> > | — | —0,03} 0,08 | —0,87| 087 | —1,02) 1,85 | 016 | — | — | — | 3,70 
Stirkeblitter: | | | | | | | | | ! | 
Hosta siboldiana. . | 16,39 +038) 0,17 | +017) 028 | +0,29) 0,75 | 0,34 | 0,24 | 0,22 | 0,94 1,50 
Tilia europaea. . . | 30,73 | +057; 0,13 | —023) 0,54 | —1,09| 1,32 0,26 | 0,91 | 0,82 | 1,56 | 2,64 
Taraxacum officinale | 17,39 | +0,59/ 0,13 | +05! 0,29 | +02 > 0,50 | 0,26 | 0,27 | 0,32 | 0,42 | 1,00 
Bunias orientalis. . | 17,49  -+0,29) 0,02 | +0,18| 0,05 | +015) 045 | 0,04 | 0,13 | 0,06 | 0,80 | 0,90 
oD Acer platanoides. . | 2826 +0,08) 0,01 | —015' 013 | —050' 049 0,02 | 0,26! 024! 0,72 0,98 












le 





Zur Kenntnis der wasserléslichen Kohlenhydrate der Laubblitter. 89 


schaften dieses unbekannten Saccharides kann man aus den 
Primarangaben in der Tabelle 2 entnehmen, daB es _links- 
drehend ist und bei der Hydrolyse nur Dextrose gibt; ferner 
méchte hervorgehoben werden, dai dieses Saccharid schon 
von Essigsiure teilweise hydrolysiert wird. Fiir eine Rein- 
darstellung dieses Saccharides fehlte es mir an Blattmaterial. 

Stirke fehlt bei Gentiana brevidens, wird aber durch 
das oben erwahnte Saccharid ersetzt. In der Literatur ist es 
lange bekannt, dafi Starke bei den Gentiana-Arten fehlt oder 
nur in sehr geringen Mengen vorkommt, und es scheint mir 
nicht unwahrscheinlich, daB sie von einem Saccharid ersetzt 
wird, welches mit dem oben erwdhnten identisch oder nahe 
verwandt ist. In diesem Zusammehang mdéchte ich an die 
Phaeophyceen erinnern. Bei diesen Algen fehlt Starke; bei 
den bisher untersuchten Arten wird sie aber von einem be- 
sonderen Polysaccharid, dem Laminarin, ersetzt; Dextrose ist 
nur in sehr geringen Mengen vorhanden und Rohrzucker fehlt 
vollkommen. Vg]. ferner Kylin 1915. 

In der Literatur hat man seit lange dariiber gestritten, 
welche Zuckerarten bei der Assimilation am ersten gebildet 
werden, ob einfache Zuckerarten oder Rohrzucker. In bezug 
auf die Literatur méchte ich auf die Arbeiten von Davis, 
Daisch und Sawyer (1916) hinweisen. Diese Forscher haben 
Beta vulgaris und Solanum tuberosum untersucht und 
sind dabei zu dem Resultate gekommen, dai Rohrzucker am 
ersten gebildet wird, und daf die in den Blattern vorkommenden 
einfachen Zuckerarten, Dextrose und Livulose, erst nachtrig- 
traglich durch eine Hydrolyse des Rohrzuckers eutstehen. Gegen 
diese Ansicht stelle ich diejenige von Gast, welche in einer 
neulich erschienenen Arbeit schreibt: «Eine Schwierigkeit bei 
der Annahme, dai der Rohrzucker ein direktes Assimilations- 
produkt sei, besteht auch darin, da8 man sich ein Disaccharid 
schwerlich anders als aus Monosacchariden entstanden denken 
kann» (S. 45), und ferner: «Ks ist vielleicht richtiger, den Be- 
griff des priméren Zuckers lediglich auf den ersten ana- 
iytisch nachweisbaren Zucker bei der Assimilation zu 
beschréinken ohne Riicksicht darauf, ob er mit dem zuerst ge- 
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bildeten Kohlenhydrat identisch ist oder nicht» (S. 45). In 
derselben Weise wie Gast glaube auch ich, daf es.am besten 
ist, anstatt von dem primaren Zucker lediglich von «dem ersten 
analytisch nachweisbaren Zucker» zu sprechen und nach den 
Literaturangaben zu beurteilen, ist zwar Rohrzucker manchmal 
der erste analytisch nachweisbare Zucker (vgl. des naheren 
Gast). Ks ist aber nicht immer so. Bei der in Rede stehenden 
Gentiana brevidens fehlt ja Rohrzucker und die Dextrose 
stellt bei dieser Pflanze den ersten analytisch nachweisbaren 
Zucker dar. 

Hemerocallis fulva, Fritilaria imperialis, Allium 
victoriale und Veratrum nigrum. Die Blatter dieser Pflanzen 
enthalten auSer einer nicht unbedeutenden Menge reduzierender 
Zuckerarten auch Rohrzucker neben anderen wasserléslichen 
Kohlenhydraten, tiber deren Natur jedoch diese Untersuchung 
keine Aufschliisse gibt. Die Gesamtmenge der wasserléslichen 
Kohlenhydrate betriigt etwa 2—3°/o des Frischgewichtes. | 

Scilla sibirica und Iris germanica. Bei diesen ist 
die Gesamtmenge der wasserléslichen Kohlenhydrate geringer 
als bei den vier vorhergehenden und betragt nur etwa 1-——2°/o 
des Frischgewichtes. Besonders ist die Kohlenhydratmenge in 
den Bliittern von Scilla sibirica verhaltnismaBig gering. Die 
Blatter dieser Pflanze enthalten aber eine bedeutend griéfere 
Wassermenge als die von Iris germanica. Neben reduzieren- 
den Zuckerarten und Rohrzucker kommen auch andere wasser- 
lésliche Kohlenhydrate vor. 

Convallaria majalis besitzt ein besonderes Interesse, 
da sie zeigt, daB Zuckerbliitter vorkommen, die nur sehr ge- 
ringe Mengen reduzierender Zuckerarten anhéufen. Wahrschein- 
lich enthalten die Blatter Rohrzucker, dies ist aber mit der 
benutzten Methode nicht sicher nachweisbar, weil ein Poly- 
saccharid vorhanden ist, das von Essigsaéure angegriffen wird. 
Aus den in Tabelle 2 mitgeteilten Primarangaben zu beurteilen, 
entsteht bei der Hydrolyse dieses Polysaccharides Lavulose und 
es diirfte zu der Inulinreihe im weiteren Sinne des Wortes 
gehoren. Das Blattmaterial der beiden Analysen ist an ver- 
schiedenen Tagen eingesammelt worden. 
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Hosta siboldiana. Die Blatter dieser Pflanze gehdren 
zu den Stirkeblittern und es zeigt sich, dafi sie auch geringere 
Mengen reduzierender Zuckerarten und Rohrzucker bilden, als 
die Zuckerbliitter. Von den nicht naher bestimmten wasser- 
léslichen Kohlenhydraten enthalten sie beinahe 1°/o; die Ge- 
samtmenge wasserlislicher Kohlenhydrate ist aber in den 
Blaittern von Hosta geringer als in denjenigen der vorher be- 
sprochenen Arten, nur Scilla sibirica ausgenommen. 

Tilia europaea. Die Blatter dieser Pflanze enthalten 
nur geringe Mengen reduzierender Zuckerarten, daneben aber 
etwa 0,8°/o Rohrzucker und 1.5°/o irgend eines wasserlés- 
lichen Polysaccharides, welches, nach den in der Tabelle 2 
gegebenen Primiirangaben zu urteilen, bei der Hydrolyse Liivu- 
lose gibt. Die Gesamtmenge der wasserliéslichen Kohlenhydrate 
ist verbéltnismiibig grof und ist etwa ebenso grol} wie die durch- 
schnittliche Gesamtmenge dieser Stoffe in den Zuckerbliattern. 

Taraxacum officinale, Bunias orientalis und Acer 
platanoides. Die Pflanzen besitzen typische Starkeblatter. 
d. h. soleche Blitter, die reichliche Mengen Stirke speichern. 
Von reduzierenden Zuckerarten enthalten die Blitter dieser 
drei Pflanzen sehr geringe Mengen. Rohrzucker ist in allen nach- 
weisbar, die Mengen sind aber nicht grof. Polysaccharide sind 
ebenfalls vorhanden. Die Gesamtmenge wasserléslicher Kohlen- 
hydrate ist etwa 0,9—1°/o des Frischgewichtes, und sie ist 
demnach bei diesen Arten bedeutend geringer als bei den- 
jenigen, die Zuckerblatter besitzen. 

Vergleicht man nun die in der Tabelle 2 zusammen- 
gestellten Angaben tiber die Mengen reduzierender Zuckerarten, 
die in den Zuckerblittern oder in den Stirkeblattern vorkommen, 
findet man, daf die Behauptung von Schimper, «dab die 
Menge der Glykose (= reduzierender Zuckerarten) derjenigen 
der Starke umgekehrt proportional ist», im allgemeinen zutrifft. 
Unter den untersuchten Pflanzen gibt es aber eine Ausnahme, 
namlich Convallaria majalis, die nur sehr wenig Stirke 
speichert, trotzdem aber nur geringe Mengen reduzierender 
Zuckerarten enthilt. In den Zuckerblittern ist weiter im all- 
gemeinen durchschnittlich mehr Rohrzucker vorhanden als in 
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den Stirkeblattern. Hier gibt es aber auch Ausnahmen, indem 
die Starkeblatter fuhrende Tilia europaea betriachtliche Mengen 
Rohrzucker besitzt, und bei der Zuckerblatter fiihrenden Gen- 
tiana brevidens sogar kein Rohrzucker vorhanden ist. Ver- 
gleicht man weiter die Gesamtmenge wasserléslicher Kohlen- 
hydrate, beobachtet man, daB diejenigen Arten, die typische 
Stirkeblitter besitzen, wie Taraxacum, Bunias und Acer, 
in ihren Blattern bedeutend geringere Mengen von diesen 
Stoffen speichern als diejenigen, die Zuckerblatter besitzen. 

Zuletzt méchte ich darauf hinweisen, daf der Rohrzucker 
offenbar eine in den Blattern oft vorkommende Zuckerart ist. 
Durch die Untersuchungen von Schulze (1895 und 1899) ist 
indessen schon nachgewiesen worden, dai der Rohrzucker 
eine grobe Verbreitung in der Pflanzenwelt besitzt. 
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Zur Analyse des Cholesterins. 
Von 


J. Lifschiitz in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Oktober 1917.) 


Bekanntlich geben die meisten neutralen Cholesterinderi- 
vate, namentlich die von alkoholartiger Natur, wie das Chole- 
sterin selber, mit Digitonin in Weingeist mehr oder minder 
schwer lésliche Doppelverbindungen im Verhiiltnis von je einem 
Molekiil. Die in kaltem Weingeist nahezu unlisliche Doppel- 
verbindung des eigentlichen Cholesterins, das Digitonin-chole- 
sterid, enthalt 24,31°/o Cholesterin,!) das demgemabf bei quan- 
titativen Mafinahmen daraus berechnet wird. Naturgemib 
wiichst bei den Doppelverbindungen des Digitonins mit den 
anderweitigen Cholesterinderivaten der jeweilige Prozentgehalt 
der letzteren im betreffenden Komplex mit der Hohe ihres 
Molekiils. So enthalt das Digitonin-oxycholesterid 25,26 °/» 
Oxycholesterin,?) und die sauerstoffreicheren Cholesterinkérper 
entsprechend mehr. 

Bei den quantitativen Cholesterinbestimmungen vermittelst 
Fallung desselben aus alkoholischen Lésungen mit Digitonin 
ist es daher von Interesse, in denjenigen Fallen, wo man die 
Abwesenheit anderer mit Digitonin fallbaren Stoffe nicht mit 
Sicherheit annehmen kann, die Cholesterinkomponente aus dem 
niedergeschlagenen Komplex abzuscheiden, um den wirklichen 
Prozentgehalt daran zu ermitteln, sowie sie auf ihre Be- 
schaffenheit niher priifen zu kénnen. Aber auch bei priipa- 
rativen MaBnahmen, wo es gilt die Cholesterinstoffe behufs 


') Nach der Formel: C,,H,,0,, - C,,H,,0. 
*) Die elementaranalytische und spektrometrische Feststellung dieser 
Zahl siehe Berichte, Bd. 47, S. 1457 ff. (1914). 
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niheren Studiums aus komplizierten Gemischen zunachst als 
Digitonide herauszuschiélen, ist die Méglichkeit der restlosen 
Freilegung der gesuchten Stoffe fiir manchen derselben oft 
von entscheidender Bedeutung. 

In dem von A. Windaus, dem Schépfer des Digitonin- 
verfahrens, kurz angedeuteten Verfahren, wonach es «beim 
Kochen des Komplexes mit Acetanhydrid gelingt, das gebundene 
Cholesterin zu acetylieren und nunmehr glatt durch Ather als 
Cholesterylacetat herauszulésen»,!) besitzen wir zwar 
eine willkommene Handhabe fiir die Spaltung des sehr be- 
stindigen Komplexes in seine Komponenten, ohne die elementare 
Zusammensetzung des Cholesterinmolekiils merklich zu_ ge- 
fihrden. Allein es ist mir bislang nicht gelungen, aus dem 
Acetylierungsprodukt des Komplexes das Cholesterylacetat 
herauszulésen, und zwar aus dem einfachen Grunde, weil sich 
heide freigelegten Komponenten: das Cholesterin wie das Digi- 
tonin acetylierten und so ein Gemenge beider Acetate lieferten, 
das sich leicht und vollig restlos in Ather léste. 

Die Hoffnung, die einzelnen freien Substanzen aus dem 
Gemenge der so erhaltenen Acetate durch Verseifung und 
Trennung des dtherléslichen Cholesterins vom darin unldslichen 
Digitonin-K6rper zu gewinnen, hat sich — in der ublichen 
Form der Verseifung — nicht verwirklichen lassen. Ubergieft 
man némlich das acetylierte Digitonin-cholesterid mit !/2norm. 
alkoholischer Kalilauge, so lést es sich bei gelinder Wiarme 
zunichst klar auf. Kocht man aber die Lésung auf dem 
Wasserbade nur 20 bis 30 Minuten, so triibt sie sich schon 
nach einigen Minuten und scheidet nach und nach eine reich- 
liche Menge weifer Flocken aus, die in den hier in Betracht 
kommenden Lésungsmitteln (Wasser, Alkohol und Ather) un- 
léslich sind. Sie bestehen teilweise aus mutmaflich zuriick- 
gebildetem Digitonin-cholesterid und teilweise aus einem neu- 
gebildeten, ather- und alkoholunléslichen Umwandlungsprodukt 
des Digitonins, welch letzteres auch seinerseits erhebliche 
Mengen von Cholesterin einschlieft und hartnackig zuriickhalt. 


') Berichte, Bd. 42, S. 244 (1909). 
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Ich konnte daher aus dem Saponifikat nur 19,2°/o vom Digitonid 
an Cholesterin (anstatt 24,3°/o) durch Extraktion mit Ather 
wiedergewinnen. 

Unter diesen Umstinden erschien es ratsam, zunichst die 
Eigenschaften der einzelnen Acetate, namentlich aber die des 
Acetyldigitonins, fiir sich zu studieren; vor allem aber festzu- 
stellen, ob beim Digitonin eine konstante Acetylzahl zu er- 
langen ist, in welchem Verhiltnis diese zur Acetylzahl des Digi- 
tonincholesterids steht, bezw. wie die beiden in Rede stehenden 
Acetate jedes fiir sich zu Wasser, Alkohol und Ather als 
Losungsmitteln vor und nach ihrer Verseifung sich verhalten. 


I. Die direkte Acetylzahl des Digitonins') 


wurde in folgender Weise gewonnen: 

0,4000 g reinen Digitonins?) wurden mit 5 ccm Acetanhydrid 
am RiickfluBrohr 45 Minuten*) in mafigem Sieden erhalten. 
Die Lésung wurde dann in ein Bechergliischen mit ca. 50 ccm 
Wasser gegossen, das Kochkélbchen mit wenig warmem 
Acetanhydrid mdglichst vollstaindig ausgespiilt und die Spiil- 
fliissigkeit zur Hauptmenge ins Wasser gegossen. Nach etwa 
3—4 Stunden erstarrte das Ol zu einer weiBen und spriden 
Masse, die mit einem Glasstab leicht zu einem Pulver zerrieben 
werden konnte. Es wurde quantitativ auf ein bei 110°C. ge- 
trocknetes und im geschlossenen Wagegliischen gewogenes 





') Im Gegensatz zur tiblichen (indirekten) Acetylzahl, worunter 
man die zur Verseifung des Acetates verbrauchte Menge KOH versteht. 
Da hier, wie oben angedeutet, eine Verseifung, der Umwandlung des Di- 
gitonins zufolge, kein klares Bild vom Alkaliverbrauch fiir die Acetyl- 
gruppen liefern wiirde, wurde als «Acetylzahl» die Beziehung vom Di- 
gitonin zu der durch seine Acetylierung hervorgerufenen Gewichtszu- 
nahme in Betracht gezogen. 

*) Das Digitonin ist von E. Merck in Darmstadt unter der Bezeich- 
nung «Digit. kryst.» bezogen. Das Praparat gab mir, bei verschiedenen 
Lieferungen, stets konstante Zahlen. 

5) Die Acetylierung des Digitonins wird zwar bereits nach viel 
kiirzerer Kochung mit Acetanhydrid herbeigefiihrt. Jedoch wurde 
auch hier die bei dhnlichen Operationen iibliche Kochdauer ungefahr 
innegehalten. 
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Filter gebracht, mit Wasser gut ausgewaschen, das Filter auf 
einer Unterlage von reinem Fliefpapier auf einer pordsen 
Tonplatte vom gréBten Teil des Wassers befreit und der Rest 
der Feuchtigkeit durch einige Stunden im Vakuumexsikkator 
beseitigt. Es wurde dann in das Wageglischen gebracht, bei 
80 bis 85° C. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und wieder 
gewogen. Das so gewonnene Acetyl-Digitonin betrug dann 
0,5546 g. Nach Abzug der Menge des angewendeten Digitonins 
ergab sich eine Gewichtszunahme von 0,1546 g = 38,65°/o 
vom Digitonin. 

Nimmt man die wahrscheinlichere neuere Formel des 
Digitonins zu C,,H,,O,, und seine Acetylierung zu 11 Acetyl- 
gruppen an, so wiirde die theoretische Gewichtszunahme, auf 
das Digitoninmolekiil bezogen, 38,89°/o betragen; also eine 
Zahl, die mit der oben gefundenen gut tibereinstimmt. 

Dieser Versuch wurde bei verschiedenen Gelegenheiten 
wiederholt und lieferte stets gut tibereinstimmende Zahlen. 
Die fiir unseren Zweck in Betracht kommenden Eigenschaften 
der Substanz fiir sich resp. im Gemenge mit Cholesterylacetat 
sind folgende:!) 

1. Das so acetylierte Digitonin stellt ein weifes krystal- 
linisches, bei 140° C. schmelzendes Pulver dar. Es lést sich 
leicht in Ather und Alkohol; auch ist es, im Gegensatz zur 
Muttersubstanz, unléslich in Wasser. Lost man es in 90°/o- 
igem Alkohol und verdiinnt die warme Lésung mit dem gleichen 
Volumen Wasser, so bleibt die Lésung auch nach dem 
Erkalten vollstandig klar; erst beim weiteren Verdiinnen 
mit Wasser fallt das weifie Pulver des Acetates wieder aus. 
Es ist alsoin40- bis 45°/oigem wasserigem Alkohol noch 
gut und — in nicht zu konzentriertem Zustande — auch 
bleibend léslich. 

2. Lost man eine kleine Menge des Digitoninacetates in 
1 cem 90°/oigem Alkohol, verdiinnt die warme Lésung mit 1 ccm 
1°Joiger wisseriger Natronlauge und kocht das Gemisch 





') Die Eigenschaften des eigentlichen Digitoninacetates sind in den 
bekannten Kilianischen Arbeiten itiber diesen Gegenstand (Berichte, 
Bd. 24 [1891] und Bd. 34 [1901]) nicht erértet worden. 
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langere Zeit, so fallt bei ihrer starken Verdiinnung mit Wasser 
jene oben erwahnte wasser- und atherunlosliche, die beabsichtigte 
Isolierung des Cholesterins stérende, Digitoninsubstanz aus, die 


sich mit Ather nicht ausziehen 1a8t und — bei Anwesenheit 
von Cholesterin — dieses in namhafter Menge hartniickig zu- 


riickhalt. Kocht man dagegen diese alkalische Lisung nur 
kurze Zeit, so bleibt sie selbst bei starker Verdiinnung mit 
Wasser vollig klar. Das Digitoninacetat wurde also unter 
diesen Bedingungen bereits gespalten, ohne Wasserunlosliches ge- 
geben zu haben. 

3. Fihrt man den Versuch 1 in Gegenwart von bei- 
gemengtem Cholesterylacetat aus, so entsteht beim Verdiinnen 
der spirituésen Lésung des Gemenges mit dem gleichen Volumen 
reinen Wassers eine homogene Milch, aus der verdiinnte 
Mineralséure das Cholesterylacetat in weifen Flocken ausfillt, 
wihrend das Digitoninacetat gelést bleibt.!) Versetzt man die 
spirituése Lésung des Gemenges mit dem gleichen Volumen 
1°/oiger Natronlauge und kocht die entstandene Milch nur 2 
bis 3 Minuten, verdiinnt sie etwas staérker mit Wasser und 
schiittelt sie mit etwa dem gleichen Volumen Ather wieder- 
holt und tiichtig durch, so erhalt man in kurzer Zeit zwei klare 
Schichten, von denen die obere iitherische Schicht das Chole- 
sterylacetat enthiilt, das sich leicht — nach dem Beseitigen 
des Athers — als solches zu erkennen gibt. 

Es ist einleuchtend, daf in stark wasserhaltigem Alkohol, 
wo das Digitoninacetat noch léslich, das Cholesterylacetat da- 
gegen unloslich ist, ersteres schon durch sehr verdiinntes (aber 
ausreichendes) Alkali gespalten, wahrend letzteres (als ungelost) 
intakt bleiben wird. Der folgende quantitative Versuch be- 
statigt diese Annahme. 

4. 0,1112 g des Cholesterylacetates wurden zusammen 
mit 0,30 g Digitoninacetat in 10 cem 90°%/oigen Alkohols klar 
gelést, zur warmen Lésung 10 ccm 1°/oiger wiisseriger Natron- 
lauge zugesetzt und das Gemisch drei Minuten lang in schwachem 


‘) Inwiefern dieses Verhalten des Gemenges zu neutralem wisse- 
rigem Alkohol sich fiir eine etwaige quantitative Trennung der beiden 
Acetate eignet, sollen weitere Versuche lehren. 


= 
‘ 
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Sieden am RiickfluBrohr erhalten. Es wurde rasch abgekiihlt, 
mit Wasser und etwas Alkohol in einen Scheidetrichter hinein- 
gespult, mit verdiinnter Salzsiure schwach sauer gemacht und 
mit etwa dem gleichen Volumen Ather tiichtig und anhaltend 
durchgeschiittelt. In kurzer Zeit trennte sich das Gemisch in 
zwei fast klare Schichten. Der an der Trennungsfliche noch 
befindliche schwache Anflug ungeléster Substanz verschwand 
ganzlich nach dem Ablassen der wasserigen Unterschicht und 
dem wiederholten Waschen des Atherextraktes mit alkohol- 
haltigem Wasser. Die gut ausgewaschene, fast vdllig klare 
und farblose itherische Lésung wurde durch ein vorher mit 
Ather vorsichtshalber ausgewaschenes Doppelfilter filtriert und 
eingedampft, was ohne jede Stérung durch Aufschiumen, wie 
es beim Eindampfen von Cholesterinlésungen in Erscheinung 
zu treten pflegt, geschah. Der Riickstand erstarrte langsam 
beim Kintrocknen auf dem Wasserbade zu schonen, sternfoérmig 
gelagerten, feinen Nidelchen. Nach dem Trocknen der Sub- 
stanz bei 85° C. betrug sie 0,1098 = 98,74°/o vom ange- 
wendeten Cholesterylacetat. 

Die so zuriickerhaltene, aus 90°/oigem Alkohol schén 
krystallisierende Substanz konnte leicht als das urspriingliche 
Cholesterylacetat erkannt und identifiziert werden. 

Die von der atherischen Lésung des Acetates getrennte 
wasserige und saure Unterschicht wurde neutralisiert und trocken 
eingedampft. Der feste Riickstand zeigte keine Spur von den 
bekannten Cholesterinreaktionen. Die Trennung der beiden 
Acetate ging also vollstaéndig von statten. 

Durch die obigen Feststellungen wurde eine sichere Grund- 
lage geschaffen zur quantitativen Isolierung der Cholesterin- 
stoffe aus ihren Digitoninkomplexen. 


II. Die direkte Acetylzahl des Digitonincholesterids 

moége die totale Acetylierung beider Komponenten dartun. 
0,4982 g eines aus dem Lebercholesterin!) (vom Hund) 
gewonnenen reinen, bei 110° C. getrockneten Digitoninchole- 


') Dieses ist darum gewahlt worden, weil es beKanntlich frei ist 
von dem mit Digitonin gleichfalls fallbaren Oxycholesterin. 
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sterids wurden in genau derselben Weise wie oben (unter I, S. 91) 
das reine Digitonin mit Acetanhydrid usw. behandelt. Es lieferte 
0,6611 g Acetylierungsprodukt. Hier betrug also die Gewichts- 
zunahme 0,1629 g = 32,69°/o vom angewendeten Digitonin- 
cholesterid. 

Unter denselben Voraussetzungen wie oben (unter 1) 
beim reinen Acetyl-Digitonin mit 11 Acetylgruppen miifte das 
Digitonincholesterid bei seiner Acetylierung — der hinzu- 
kommenden Cholesterinkomponente entsprechend — 12 Acetyl- 
gruppen aufgenommen haben. Die theoretische Gewichtszu- 
nahme, auf das Molekiil des Komplexes (C,,H,,0,, + C,,H,,0) 
bezogen, wiirde 32,02°/o betragen; also auch hier eine mit 
der experimentell gefundenen gut tbereinstimmende Zahl, die 
gleichzeitig die oben beim reinen Acetyl-Digitonin ermittelte 
Acetylzahl hinlinglich bestatigt. 

Nach diesen vorangegangenen Versuchen, an der Hand 
der dabei gewonnenen Daten, konnte nunmehr mit Sicherheit 


an die 


III. Quantitative Bestimmung des Cholesterins im 
Digitonincholesterid 


geschritten werden. 

Um das Resultat der Trennung am sichersten zu gestalten 
und gleichzeitig eine Kontrolle zu gewinnen, wurde das oben 
unter If (8.94) aus dem Komplex erhaltene Gemenge der Ace- 
tate beider Komponenten in zwei Portionen geteilt. In einer der 
Portionen wurde zunichst das Cholesterylacetat quantitativ 
getrennt und gewogen, um es nachtriaglich, behufs Bestimmung 
des freien Cholesterins der Gesamtmenge des Komplexes, mit 
dem Acetat der zweiten Portion zu vereinigen. 


!. Zur Bestimmung des Cholesterylacetates 


wurden 0,3439 g des obigen Gemenges der Acetate in 10 cem 
90°/oigen Alkohols gelést, mit 10 ccm 1°’oiger wisseriger 
Natronlauge vermischt und die entstandene Emulsion 21)2 bis 
3 Minuten in mafigem Kochen erhalten. Die weitere Behandlung 
des «Saponifikats» geschah genau wie oben unter I, 4 (S. 93) 


7* 
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bei der Verseifung und Trennung des kiinstlich zusammen- 
gestellten Gemenges der beiden Acetate und ergab im End- 
resultat 0,0740 g des in schénen Krystiallchen ausgeschie- 
denen Cholesterylacetates = 21,52°/o von der hier ange- 
wendeten ersten Portion des Acetatgemenges. 

Unter Zugrundelegung der oben angefiihrten Formel des 
total acetylierten Digitonincholesterids betragt der theoretische 
Gehalt des Gesamtacetylierungsproduktes an Cholesterylacetat 
20,60°/o, was mit der gefundenen Zahl recht gut tibereinstimmt. 

Kine noch genauere Zahl lieferte die 


2. Bestimmung des Cholesteringehalts im Digitonin- 
cholesterid. 


Zu diesem Ende wurde die 0,2797 g betragende zweite 
Portion des obigen Acetatgemenges!) -- bis zum gut aus- 
gewaschenen Atherextrakte des abgetrennten Cholesterylace- 
tates — genau so behandelt, wie die erste Portion des 
Gemenges. Der klar filtrierte Atherextrakt wurde nun in 
derselben geriumigen Glasschale eingedampft, wo sich das 
Cholesterylacetat der ersten Portion unversehrt befand, Nach 
dem giinzlichen Verjagen des Athers und des Wassers wurde 
die Gesamtsubstanz von den beiden Portionen mit etwa 10 ccm 
1/2-norm. alkoholischer Kalilauge unter Uhrglasbedeckung 20 bis 
30 Minuten auf dem Wasserbade gekocht, mit Wasser, etwas 
Alkohol und Ather in einen Scheidetrichter gespiilt und zwei- 
mal mit geniigender Menge Ather ausgeschiittelt. Der gut 
ausgewaschene und klar filtrierte Atherextrakt lieferte nach 
Beseitigung des Athers das Gesamtcholesterin der beiden 
Portionen in schénen groBen Tifelchen. Es wurde zuniichst 
auf dem Wasserbade und dann — bis zur Gewichtskonstanz — 
bei 110°C getrocknet. Es betrug 0,1148 g. 

Diese Cholesterinmenge resultierte aus 0,3439 -++ 0,2797 
= 0,6236 g des Acetatgemenges, dessen Gesamtmenge 0,6611 g 
betragen hatte. Diese Gesamtmenge der Acetate riihrte von 
0,4982¢ Digitonin-cholesterids her. Berechnet man die 


') Der Rest der 0,6611 g betragenden Hauptmenge, soweit er vom 
Filter leicht ablésbar war. 
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im Endresultat erhaltenen 0,1148 g Cholesterin auf die Gesamt- 
menge der beiden Acetate (oder, was dasselbe ist, auf die ange- 
wendete Menge des Digitonin-cholesterids), nach der Proportio- 
nalgleichung, wo x = der Gesamtmenge des Cholesterins ist, 
x : 1148 = 6611: 6236, 

so ergibt sich der gesamte gesuchte Cholesterinbetrag zu 
0,1217 g = 24,42°/o von den in Arbeit genommenen 0,4982 g 
Digitonincholesterid, was mit dem theoretischen Betrag von 
24,31°/o1) fast genau tibereinstimmt. 

Die nach dem Ausithern der obigen Acetate aus dem 
partiell verseiften Gemenge abgelassene wasserig-saure Unter- 
schicht wurde neutralisiert und trocken eingedampft. Der 
wenig hygroskopische Riickstand ist vollig frei von Cholesterin 
und enthalt neben den anorganischen Salzen nur noch das 
vom Digitonincholesterid abgespaltene und «verseifte» Digitonin. 
Dieses ist unléslich in Ather, leichtléslich in Alkohol und Wasser. 
Die wisserige LOsung schaéumt, wie das urspriingliche Digitonin, 
stark beim Durchschiitteln. Die alkoholische Lésung dieses 
Riickstandes fallt jedoch Cholesterin aus seinen LOsungen nur 
teilweise, trage und schleimig. 


IV. Die praktische Analyse der Digitonin-cholesteride 


ist —- kurz gefafit — folgende: 

Etwa 0,5 g?) des genau gewogenen wasserfreien Kom- 
plexes werden mit 5 ccm Acetanhydrid 20 bis 30 Minuten 
am RiickfluBrohr in mé&figem Sieden erhalten und die heile 
Losung quantitativ in ca. 80 com Wasser eingetragen. Nach 
dem Erstarren des Reaktionsproduktes wird es mdglichst voll- 
standig auf ein Filter gebracht, mit Wasser gut ausgewaschen, 
abgesaugt und an der Luft oder im Vakuum getrocknet. Die 
Substanz wird dann, soweit es geht, vom Filter abgelést, in 
ein Kélbchen gebracht, das Filter einige Male mit kleinen 


') Nach der Formel: C,,H,,0,,-C,,H,,O. Die Formel: C,,H,,0,, 
-C,,H,,O fordert: 24,52°/o Cholesterin. 

*) Bei einer zuverlassigen und empfindlichen Wage lat sich diese 
Analyse auch mit viel weniger Substanz ausfiihren. 
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Mengen 90°/oigen Alkohols ausgekocht, die Lésung auf 40 ccm 
aufgefiillt, in das Kochkélbchen zur Hauptmenge der Acetate 
gegossen, diese durch Erwaérmen gelést und mit 10 ccm 
1°/oiger wasseriger Natronlauge vermischt. Die entstandene 
Emulsion wird dann 2!/2 bis 3 Minuten in mabigem Sieden 
erhalten, rasch abgekiihlt, mit Wasser etwas stirker verdinnt, 
mit verdiinnter Salzsiiure schwach angesiuert!) und mit Ather 
2—3mal tiichtig und anhaltend ausgeschiittelt. Die vereinigten 
Atherextrakte werden mit alkoholhaltigem Wasser wiederholt 
und gut ausgewaschen, und der Ather durch Destillation be- 
seitigt. Der Riickstand (Acetat der Cholesterinkomponente) 
wird im Destillierk6lbchen durch Befeuchten mit etwas abso- 
lutem Alkohol und Eintrocknen auf dem Wasserbade vom 
Wasser befreit, durch Kochen mit etwa 10 ccm 1/2-norm. alko- 
holischer Kalilauge in tiblicher Weise verseift und ausgeiathert. 
Die gut gewaschene und klar filtrierte 4therische Losung wird 
dann in einer gewogenen Glasschale eingedampft, der Riick- 
stand — nunmehr die isolierte Cholesterin-Komponente — 
mit Alkohol auf dem Wasserbade vom Wasser befreit und 
bei 100 bis 105° C. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die so gewonnene Substanzmenge, auf 100 Teile des an- 
gewandten Komplexes bezogen, gibt dessen Prozentgehalt an 
dem gesuchten freien Cholesterink6érper an. 

Je nach der Dauer der Kochung des Komplexes mit 
Acetanhydrid sieht das abgespaltene Cholesterin mehr oder 
minder gelblich gefiirbt aus. Das Resultat ist jedoch zahlen- 
mifig stets durchaus zuverlissig. 


Hamburg, Ende September 1917. 
') Das Ansiduern erleichtert die Trennung der beiden Schichten 


und verhindert die Aufnahme der in Ather gelésten Substanz durch die 
wisserige Unterschicht. 


Set I ara ae 
BS REN H cars ini 


























Uber das Fett des Blutes bei gesunden und kranken Pferden. 
Von 


Tierarzt Johann Rudolf, k. u. k. Mil.-Unt.-Tierarzt. 


Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der tierarztlichen Hochschule in Wien. 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1917.) 


Wenn ich mit der folgenden Studie ein Gebiet betrete, 
welches bisher so gut wie unbebaut ist, so bin ich mir wohl 
bewuBt, daB es kaum mdglich sein wird, die im ersten An- 
sturm gewonnenen Resultate so zu tiberblicken, daf jedes seine 
jeden Zweifel ausschlieBende Erklarung finden miibte. Trotz 
des groBen Interesses, welches die chemische Zusammensetzung 
der fettartigen und lipoiden Substanzen derzeit in der Biologie 
und Pathologie findet, ist nicht einmal die naheliegende Frage, 
wie aus dem Fette der Nahrung das Korperfett wird, soweit 
geklirt, als es wiinschenswert wire. 

Wenn ich nun trotz der mangelnden Voraussetzungen fiir 
eine richtige Beurteilung der Ergebnisse den Versuch unter- 
nommen habe, Fett und Lipoide des Blutes gesunder Pferde 
mit denen des Blutes von kranken zu vergleichen, so geschah 
dies hauptsiichlich in dem Bestreben, zu erfahren, ob in diesem 
Punkte Krankheiten tiberhaupt Veriinderungen hervorrufen, d. h. 
ob das von mir betretene Gebiet itiberhaupt bebauungsfiihig ist. 
Da viele Krankheiten, auch solche lokaler Natur mit Allgemein- 
erscheinungen, insbesondere Fieber, einhergelen, so ist es klar, 
daB bei diesen Krankheiten auch der Stoffwechsel verindert 
ist. Die allbekannie Tatsache, daB bei solchen Krankheiten 
auch die Fettpolster schwinden und zwar mitunter rascher, als 
durch die verminderte Nahrungsaufnahme erklirt werden kann, 
macht es von vornherein wahrscheinlich, daf auch die Fette 
an den erwahnten Stoffwechselstérungen beteiligt sind. 

Der Grund, warum ich zunachst im Blute Verdinderungen 
der Fettsubstanz suchte, lag darin, da einerseits das Blut 
bei Lebzeiten der Tiere gewonnen, auch in Zwischenriumen 
von einigen ‘Tagen mehrmals demselben Tiere entnommen 
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werden kann und da’ somit kontrolliert werden kann, ob die 
Verdnderungen der Fettsubstanzen mit dem Fortschreiten oder 
Abflauen der pathologischen Prozesse gleichen Schritt halten 
oder nicht. Anderseits wtirde ein anderes Objekt, beispiels- 
weise das Korperfett, erfordern, daB auch dessen absolute 
Menge in Rechnung gezogen wird, was in der praktischen 
Durchfiihrung gewissen Schwierigkeiten begegnet. 

Allerdings tauchen beim Blute wieder Schwierigkeiten 
anderer Natur auf. Das Blut, welches die Aufgabe hat, Stoffe 
von einem Organ des Ko6rpers zu einem anderen zu trans- 
portieren, kann in dieser Beziehung mit einem Eisenbahnzuge 
verglichen werden. Bei einem Eisenbahnzuge ist aber wohl 
zu unterscheiden zwischen dem Materiale, aus welchem der 
leere Zug besteht, und dem Materiale, welches auf dem Eisen- 
bahnzuge verladen wurde. Der leere Kisenbahnzug wire etwa 
dem vergleichbar, was ich als «Blut an sich» bezeichnen mdéchte, 
wihrend die Ladung aus jenen Stoffen bestehen wiirde, welche 
das Blut eben zu transportieren hat. 

Zur chemischen Untersuchung bekommt man aber beide 
Gruppen von Stoffen gemischt und es muf erst durch nach- 
trigliche Uberlegung ermittelt werden, wieviel von den Resul- 
taten auf das «Blut an sich» und wieviel auf die «Ladung> 
zu rechnen ware. 

Bei oberflaichlicher Betrachtung kénnte ein einfacher 
Weg zur Darstellung des «Blutes an sich» darin gegeben 
scheinen, daB man das Blut im Hungerzustande untersucht. 
Abgesehen davon, dai dieser Weg bei kranken Pferden nicht 
praktisch ware, bildet der Hungerzustand keinen normalen Zu- 
stand und wie sich spater ergeben wird, sind gerade die lipoiden 
Stoffe des «Blutes an sich» von Einfliissen stark abhiingig. 

Ich glaubte aber aus dieser Schwierigkeit durch folgende 
Uberlegung herausfinden zu kinnen, die, wenn sie auch nicht 
in allen Teilen vollauf bewiesen ist, doch fiir eine Studie, 
welche wie vorliegende nur orientierenden Charakter haben 
soll, ausreichend Anhaltspunkte zu bieten scheint. 

Was das Blutplasma betrifft, so kann dessen Gehalt an 
Fettsubstanzen wohl kaum auf das «Blut an sich» bezogen 
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werden, seine Fettsubstanzen werden wohl ganz oder nahezu 
vollstaindig als «Ladung» zu deuten sein. Die Fettsubstanzen 
der roten Blutkérperchen bestehen wesentlich aus Cholesterin, 
wahrend sie kaum Neutralfett enthalten. Demnach wiire unter 
den Fettsubstanzen des Blutes das Cholesterin der Haupt- 
reprisentant fiir das «Blut an sich», wahrend das Neutralfett 
als Ladung aufzufassen wire. Verinderungen, welche der 
Cholesteringehalt bei Krankheiten erleidet, betrifen demnach 
das «Blut an sich», wiéhrend Veriénderungen des Neutralfett- 
gehaltes der «Ladung» anzurechnen waren. 

Demnach erschien meine Aufgabe in zwei Teile geteilt, 
von denen der eine das Neutralfett, der andere das Cholesterin 
des Blutes betrifft. Der erstere Teil der Aufgabe, der sich 
auf das Neutralfett bezieht, beriihrt sich mit jenen Fragen, 
welche in der Literatur sich um das Schlagwort «Lipiimie- 
gruppieren, und es sei mir daher gestattet, den gegenwirtigen 
Stand dieser Frage kurz zu skizzieren. 

Unter Lipamie versteht man allgemein das Vorkommen von 
Fetttr6pfchen im Blute. Daf ein Transport von Fett im Tier- 
korper noch in anderer Weise als in Form von Fetttrépfchen 
stattfinden kann, beweisen die Untersuchungen von I’. Miescher 
(1877) am hungernden Lachs, bei welchem das Blutserum vollig 
klar und durchsichtig ist, obwohl auf histo-chemischen Wege 
eine Fettwanderung konstatiert werden konnte. 

Die Lipaimie pflegt man in eine physiologische und eine 
pathologische einzuteilen. 

Die physiologische Lipémie, welche man auch Verdau- 
ungs- oder Mastlipamie nennen konnte, tritt regelmibig nach 
fettreichen Mahizeiten auf und verschwindet einige Zeit nach 
der Mahlzeit wieder. Sie dauert eben nur so lange, als der 
Ductus thoracicus dem Blute mehr Fett zufiihrt, als dieses 
Organ bezw. Fettdepot normal abzugeben vermag. 

Die pathologische Lipaémie ist zwar in ihrer Pathogenese 
noch nicht geniigend geklart, es scheint aber sicher zu sein, 
daB sie nichts Einheitliches darstellt. So findet sie sich bei 
verschiedenen Krankheiten, ja selbst bei Aderlissen, wie Unter- 
suchungen von Boggs und Morris (1908) sowie Pratt und 
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Morawitz zeigen, ist man imstande, eine Lipamie zu ‘er- 
zeugen. Auch Gifte kénnen eine solche hervorrufen, wie dies 
insbesondere beim Phenylhydrazin nachgewiesen ist. 

Fiir die Entstehuag der pathologischen Lipaémie kénnen 
Faktoren verschiedener Art verantwortlich gemacht werden. 
Seiner Herkunft nach kann das die Lipiimie bedingende Fett 


zweierlei Art sein. 
1. Es kann Fett sein, welches aus der Nahrung resorbiert 


wurde, also exogen in das Blut kam und durch krankhafte 
Verhiltnisse voriibergehend oder vielleicht sogar dauernd im 
Blute verweilt. 

2. Das Blutfett stammt nicht vom Nahrungsfett, sondern 
vom Korperfett, sein Vorkommen im Blute ist also endogener 
Natur und hangt mit einer Fettwanderung zusammen. 

AuBer der Provenienz des Blutfettes kommen ferner bei der 
krankhaften Lipamie noch Stérungen der Abgabe des Fettes aus 
dem Blute in Betracht. Man hat von einem relativen Unver- 
mogen des Blutes gesprochen, das Fett in der normalen Zeit 
wieder abzugeben, und hat die Ursache dieses Unvermégens im 
Blute selbst, in den Kapillaren und in den Geweben gesucht. 

Im Blute wiirde die Ursache gelegen sein, wenn dem 
Blute die Fahigkeit teilweise oder ganz mangelte, das Fett in 
jenen Zustand iiberzufiihren, der es befihigt, die GefaBwandung 
zu durchwandern. 

Pfliiger glaubt, dab normalerweise im Blute ein fett- 
spaltendes Enzym, eine Lipase oder Esterase, enthalten sei, 
welches den Fettaustritt aus dem Blute beherrscht. 

Die Kapillaren kénnten dadurch zur Ursache einer mangeln- 
den Fettausscheidung aus dem Blute werden, dai ihre Wan- 
dung fiir den Durchtritt von Fett weniger durchlissig oder 
undurchlassig wird, und ihr Gewebe dadurch, daB seine Zellen 
die Fiahigkeit, Fett an sich zu reifen, verlieren. 

Das Futter, welches die Pferde, deren Blut zur Unter- 
suchung gelangte, erhielten, war bei allen Pferden qualitativ 
dasselbe; es bestand aus Hafer, Heu und Strohhacksel. Quan- 
titativ ergaben sich nur darin Verschiedenheiten, daf kranke 
Pferde nicht das ganze vorgelegte Futter aufgenommen hatten. 
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Das Futter, welches die Tiere erhielten, muf wohl in seiner 
Gesamtheit als fettarmes Futter betrachtet und sein EinfluB 
auf den Gehalt des Blutes an Neutralfett also gering geschiitzt 
werden. Er kommt zum Ausdrucke in der Menge und Be- 
sehaffenheit des Neutralfettes, welches im Blute gesunder Pferde 
enthalten ist. Stimmt nur die Jodzahl des Neutralfettes im Blute 
eines kranken Pferdes mit der Jodzahl, welche bei gesunden 
Pferden ermitte!t wurde, tiberein, so deutet das auf einen exo- 
genen Ursprung des Fettes hin; weicht sie aber erheblich davon 
ab, so macht diese Abweichung einen endogenen Ursprung des 
Fettes wahrscheinlich. 

Wie sich aus den spéteren Ausfiihrungen ergeben wird, 
beziehen sich meine Betrachtungen tiber das Neutralfett vor- 
zugsweise auf die Fettsduren derselben. Zu diesem Zusammen- 
hange kénnen wohl die Phosphatide des Blutes unter das Neu- 
tralfett subsumiert werden. 

Was die zweite Gruppe der von mir behandelten Frage 
betrifft, so kommen dafiir jene Literaturangaben in Betracht, 
die sich auf das Cholesterin beziehen. Jener recht umfang- 
reiche Teil der Literatur, der sich mit der chemischen Kon- 
stitution des Cholesterins befabt, kann hier fiiglich iibergangen 
werden. Es interessiert hier nur die biologische Seite. 

Die friiher allgemein geltende Ansicht, daf das Chole- 
sterin eine biologisch bedeutungslose, gewissermafben nur als 
Abfallsprodukt zu deutende Substanz sei, kann heute als wider- 
legt gelten. Wenn wir auch nicht die ganze biologische Be- 
deutung des Cholesterins erfassen kénnen, so steht doch jeden- 
falls fest, daf das Cholesterin sich hervorragend an der Bildung 
der Zellmembranen der tierischen Zellen, insbesondere der 
roten Blutkorperchen, beteiligt und somit die biochemischen 
Prozesse in der Zelle beeinfluBt und dab das Cholesterin eine 
antitoxisch wirkende Substanz ist. 

In den letzten Jahren hat man begonnen, sich intensiver mit 
dem Cholesterinstoffwechsel zu beschiiftigen. Diese Arbeiten 
haben indessen noch nicht zu vollkommen geklirten Vorstellungen 
liber den Cholesterinstoffwechsel gefiihrt. Sicher und langst 
bekannt ist, daB Cholesterin mit der Galle in den Darm aus- 
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geschieden wird. Ob aber auch eine Ausscheidung des Chole- 
sterins auf einem anderen Wege erfolgt, ist nicht bekannt, 
speziell auch nicht, ob die ihrer chemischen Konstitution nach 
dem Cholesterin verwandten Gallenséuren mit dem Cholesterin 
auch genetisch zusammenhdngen. 

Dafi iibrigens verschiedene Tiergattungen bei der Aus- 
scheidung des Cholesterins sich verschieden verhalten, geht aus 
den Untersuchungen von O. Weltmann hervor, welcher nach- 
weisen konnte, da®B Pflanzenfresser (Kaninchen und Meer- 
schweinchen) zugeftihrtes Cholesterin aufstapeln, wiahrend 
Fleischfresser (Hund und Katze) dies nicht tun. 

Aus den Arbeiten von Bacmeister und Haves(') ergibt 
sich, daB die Menge des jeweilig in der Galle ausgeschiedenen 
Cholesterins parallel geht mit dem Cholesteringehalt des Blutes. 

Recht zweifelhaft ist aber die Herkunft des Cholesterins. 
Auber Zweifel steht, dab vom Fleischfresser typisches, tierisches 
Cholesterin mit der Nahrung aufgenomimen wird, indem dieses 
typische, tierische Cholesterin bei allen Wirbeltiergattungen bis 
zu den Protozoen herunter als identisch befunden wurde. Etwas 
schwieriger ist die Beurteilung dieser Frage beim Pflanzen- 
fresser, da die verschiedenen pflanzlichen Cholesterine (Phyto- 
cholesterine) zwar dem tierischen Cholesterin nahe verwandt, 
aber nicht mit ihm identisch sind, daher im Organismus des 
Pflanzenfressers erst zu tierischem Cholesterin umgewandelt 
werden muften. Recht kompliziert wird die Frage dadurch, 
daB im Pflanzenreiche recht verbreitete Farbstoffe vorkommen, 
die Carotine, welche dem Cholesterin mehr oder minder ver- 
wandt sind, und da auch im Tierkérper regelmafig Stoffe 
vorkommen, welche dem Cholesterin ihrer Konstitution nach 
und teilweise zweifellos auch genetisch nahestehen. Hierher 
gehoéren die Oxycholesterine und die Lipochrome. Ist es schon 
zweifelhaft, ob dem Cholesterin verwandte Stoffe im TierkOorper 
zu Cholesterinen umgebildet werden k6nnen, so liegt noch 
volliges Dunkel iiber der Frage, ob der Tierkérper Cholesterin 
frei aufbauen kann. | 

Der Cholesterinbestand des Tierkérpers hiingt tibrigens 
gewil} nicht allein von der Zufuhr ab. Insbesondere sind Krank- 
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heitsprozesse darauf von EinflufB. Lingst bekannt ist das Vor- 
kommen von Cholesterin in Cysten. Auch bei degenerativen 
Vorgiingen spielt das Cholesterin, wie Panzer(?) auf chemischem 
und Aschoff%) auf histologischem Wege nachgewiesen haben, 
eine Rolle und zwar so sehr, dah Aschoff eine Cholesterin- 
von einer Glycerinverfettung unterscheidet. 

Daraus geht hervor, dah der Cholesteringehalt des Blutes 
von den verschiedensten Einfliissen abhangig sein wird. Direkt 
nachgewiesen wurden Anderungen des Cholesteringehaltes des 
Blutes (und der Galle) in der oben angefiihrten Arbeit von 
Bacmeister und Haves. Sie fanden eine Vermehrung der 
Cholesterine 

a) bei reichlicher Nahrung, 
b) besonders bei fett- und eiweifreicher Nahrung, 
ce) bei Wochnerinnen unmittelbar vor der Geburt. 

Eine Verminderung wurde festgestellt: 

a) bei mangelhafter Nahrungszufuhr, 
b) bei allen fieberhaften Krankheiten, 
c) im letzten Drittel der Schwangerschaft. 

Speziell mit dem Cholesteringehalt des menschlichen Blutes 
bei inneren Krankheiten beschaftigt sich eine Arbeit von 
EK. Henes,(*) welcher bei schweren Stoffwechselerkrankungen, 
niimlich Diabetes, Fettsucht, Nephritis und frischer Arterien- 
sklerose eine Hypercholesteriimie fand, wihrend bei schlechtem 
Allgemeinbefinden, Fieber, Alter und entsprechender Diat der 
Cholesteringehalt des Blutes sinkt. Derselbe Autor kommt auf 
Grund seiner Untersuchungen zu dem Schlusse, dafi das Chole- 
sterin nicht im Korper gebildet wird, sondern dafi das im Korper 
zu findende Cholesterin aus der Nahrung sei. 

Die zuletzt zitierte Arbeit bildete die unmittelbare Ver- 
anlassung zu der im folgenden beschriebenen Untersuchung. 
Auch beim Cholesterin beziehen sich die bisherigen Arbeiten 
auf den Menschen und die gewohnlichen kleinen Versuchstiere. 
Entsprechende Untersuchungen am Pferde liefern vor allem 
deshalb gréfere Aussichten, weil es beim Pferde durch einen 
fiir das Allgemeinbefinden des Pferdes bedeutungslosen Ader- 
laB unschwer mdglich ist, solche Quantitaéten Blut zu gewinnen. 
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daB einerseits die gew6hnlichen bewdhrten Untersuchungs- 
methoden angewandt, anderseits mit dem Blut von einem Ader- 
lasse mehrere quantitative Bestimmungen vorgenommen werden 
kénnen. Ferner ist das Pferd an eine stindige Nahrung gewohnt, 
nimlich an Heu, Hafer, Strohhicksel; es lassen sich dadurch leicht 
die Einfliisse der Nahrung ausschalten bezw. konstant erhalten. 

Endlich beanspruchen die Untersuchungen am Pferd auch 
dadurch Interesse, da das Pferd als Pflanzenfresser, wie oben 
angefiihrt wurde, mit der Nahrung kein typisches, tierisches 
Cholesterin aufnimmt, folglich seinen Cholesteringehalt selbst 
bilden mu, wofiir ihm allerdings mehr oder minder nahe- 
stehende Stoffe (Phytosterin) zur Verfiigung stehen. Schon aus 
diesem Grunde ergibt sich, dai der oben erwaéhnte Schlufb von 
E. Henesimstrengsten Sinne nicht allgemein zutreffend sein kann. 


Methodik. 

Nach den vorstehenden Ausfiihrungen war also die Auf- 
gabe gestellt, den Gehalt des Pferdeblutes an Cholesterin und 
Neutralfett zu bestimmen, sowie das Neutralfett durch die Be- 
stimmung der Jodzahl zu charakterisieren. 

Bei der Auswahl geeigneter Methoden zur Durchfiihrung 
dieses Planes konnte ich mich durch umfangreiche Vorunter- 
suchungen tiberzeugen, dai die Behandlung des auf die eine 
oder auf die andere Art zur Trockene gebrachten Blutes mit 
fettldsenden Fliissigkeiten die Fettsubstanzen nur unvollstandig 
dem Blute entzieht. Als zweckmiabigste Methode ergab sich 
die von Kumagava-Suto in der von Shimidzu(®) fiir das 
Blut ausgearbeiteten Modifikation. 

Ohne auf das Detail der Methode und auf von mir vor- 
genommene Abdnderungen in der Apparatur, die sich als prak- 
tisch erwiesen haben, einzugehen, sind die Grundlagen der 
Methode folgende. 

Die gemessene Blutmenge wird mit 95°/oigem Alkohol 
ausgefallt und das entstandene Koagulum andauernd mit heiBem 
Alkohol extrahiert. Die vereinigten alkoholischen Ausziige 
werden mit Atznatron versetzt und bis zur vollstindigen Ver- 
seifung des Neutralfettes gekocht, wobei ich die Bedingungen 





























Uber das Fett des Blutes bei gesunden und kranken Pferden. 107 


so wahlte, dab auch die Cholesterinester, deren Vorkommen 
im Blute durch Hiirthle nachgewiesen ist, verseift wurden. 
Nach Verdunstung des Alkohols wird der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen, durch Zusatz von Salzsiure die Seifen zerlegt 
und die Fliissigkeit mit Ather ausgezogen. Die in den Ather 
iibergegangenen Stoffe werden nach dem Verjagen des Athers 
mit Petrolaéther aufgenommen, die Lésung filtriert und ver- 
dunstet. Der Verdunstungsriickstand besteht aus den gesamten 
im Wasser unldslichen Fettséuren, welche im Blute in Form 
von Neutralfett, Cholesterinestern oder Seifen enthalten waren, 
und dem sogenannten unverseifbaren Riicktande. 

Dieser unverseifbare Riickstand setzt sich zusammen aus 
dem gesamten Cholesterin des Blutes (freies Cholesterin und 
Cholesterine aus den Cholesterinestern) und anderen im Petrol- 
iither léslichen Substanzen von nicht saurer Natur, beim Blute 
jedenfalls hoéhere Alkohole von nicht néher bekannter Konsti- 
tution (darunter auch Oxycholesterine). 

Dieser Verdunstungsriickstand wurde gewogen und zu 
weiteren Untersuchungen verwendet. 

Die beschriebene Methode hat den grofen Vorteil, dab sie 
mit relativ kleinen Blutmengen durchgefiihrt werden kann und 
daf sie insofern genau arbeitet, als die Gewichte des Petrolither- 
extraktes von drei Blutproben desselben Aderlasses stets gut tiber- 
einstimmen. Fiir eine Untersuchung entnahm ich im Stalle den 
Pferden das Blut aus der Vena jugularis mit einer Hohlnadel und 
fing es in einem hbereitgehaltenen Becherglase auf. Von diesem 
Blute wurden sofort mit der Pipette drei Proben zu je 10 ccm 
entnommen, in je 50 cem 95°/oigen Alkohol gebracht und in 
der angedeuteten Weise zu Petrolatherextrakt verarbeitet. 

Weitere Proben des Blutes wurden nach der tblichen 
Methode zur Bestimmung des spezifischen Gewichtes auf pykno- 
metrischen Wege verwendet. 

Die drei Petrolatherextrakte aus je 10 ccm Blut, deren 
Gewichte, wie schon erwdhnt, gut iibereinstimmten, wurden 
weiter wie folgt verarbeitet. 

Die erste Probe diente zur Bestimmung der Jodzahl des 
Gesamtpetrolextraktes nach Hiibl. 
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Die zweite Probe wurde zur Bestimmung der Menge der 
unverseifbaren Substanz, nachdem die Fettsiuren durch Kali- 
lauge gebunden worden waren, verwendet. An dem unver- 
seifbaren Riickstande wurde, nachdem er gewogen war, wieder 
die Jodzahl bestimmt. 

In der dritten Probe wurde das Cholesterin nach der 
Digitoninmethode nach Windaus(®) quantitativ bestimmt. 

Damit waren direkt bestimmt: 

1. Das spezifische Gewicht. 

2. Die Trockensubstanz. 

3. Gesamtpetrolitherextrakt. 

4. Der unverseifbare Riickstand. 
». Das Cholesterin. 

6. Die Jodzahl des Gesamtpetrolatherextraktes. 
7. Die Jodzahl des unverseifbaren Riickstandes. 

Aus diesen direkt bestimmten Daten konnten durch Rech- 
nung ermittelt werden: 

&. Die wasserunléslichen Fettséiuren (aus 3 und 4). 
4, Das Neutralfett aus 8 mit Hilfe einer Konstanten. 

10. Der nicht aus Cholesterin bestehende Anteil des un- 
verseifbaren Riickstandes: Andere unverseifbare Substanzen 
(aus 4 und 5d). 

11. Die Jodzahl der Fettséiuren (aus 3, 4, 6, 7 und 8). 
Es wire gewif recht interessant gewesen, naheres tber die 
chemische Natur der Substanzen zu erfahren, welche unter 
dem Titel: «Andere unverseifbare Substanzen» quantitativ be- 
bestimmt wurden, und deren Menge, wie die folgenden Tabellen 
zeigen, gar nicht so gering ist. Einen Anhaltspunkt dafiir hatte 
ihre Jodzahl geben kénnen. Ich habe es aber unterlassen, diese 
Jodzah] aus den gegebenen Daten und der bekannten Jodzahl 
herauszurechnen. Es schien mir diese rechnerische Ermittelung 
nicht verlaéBlich genug, weil sich auf diese Zahl zu viele un- 
vermeidliche Versuchsfehler héufen. 

Was die Ermittelung der Menge des Neutralfettes betrifft, 
so wird gewiB nicht verkannt, daf die beziigliche Zahl jeden- 
falls nicht dem wahren Wert entspricht. Man hat sich aber 
in Erkenntnis der Unzulinglichkeit der direkten Bestimmungs- 
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methoden vielfach auch anderwiarts damit abgefunden, die ver- 
laBlichere bestimmbare Menge des Neutralfettes zu verwenden 
und damit, wenn auch nicht zu absolut richtigen, so doch 
wenigstens zu vergleichbaren Werten zu gelangen. 
Vergleichsweise kamen auch einige Proben Korperfett 
zur Untersuchung. Zu diesem Behufe wurden aus dem Kadaver 
des Pferdes Fettgewebe ausgeschnitten und nach der Methode 
der direkten Verseifung nach Kumagava-Suto auf Petrol- 
itherextrakt verarbeitet, welcher dann weiter untersucht wurde. 


Die zur Untersuchung verwendeten Pferde. 


Insgesamt kamen 46 Blutproben, eine Probe eines Pleu- 
ritisexsudates und sechs Proben von Ko6rperfett zu der eben 
skizzierten Untersuchung, welche bei einigen Proben nicht in 
vollem Umfange durchgefiihrt wurde. Die Blutproben stammen 
von 32 Pferden, die in den Kliniken der Tierarztlichen Hoch- 
schule in Wien zur Behandlung eingestellt waren. Dieselben 
sind zumeist durch eine kurzes Nationale und durch eine ganz 
auszugsweise Krankheitsgeschichte charakterisiert. Die fort- 
laufenden Zahlen bedeuten gleichzeitig die im folgenden fest- 
gehaltenen Nummern der chemisch untersuchten Proben. 


Gesunde Pferde. 


1. P. Nr. 1010. Stichelhaariger Schweiffuchs, W., 4'/s J. alt, gut- 
genahrtes leichtes Wagenpferd. 

2. P. Nr. XII. Lichtfuchs, W., 5'/s J. alt, ziemlich gut gendhrtes 
leichtes Wagenpferd. 

3. P. Nr. 1485. Kastanienbraune St., 14 J. alt, leichtes, gut ge- 
nahrtes Wagenpferd. 

4, P. Nr. 1600. Kastanienbrauner W., 5 J. alt, mittelschweres, gut 
genahrtes Wagenpferd. 

5. P. Nr. 1632. Dunkelfuchs, W., 5 J. alt, gut genihrtes Wagenpferd. 

6. P. Nr. 1982. Kastanienbraune Stute, bei 19 J. alt, schlecht ge- 
nahrtes, leichtes Wagenpferd. 


Brustseuche. 


7. P. Nr. 1060. Kastanienbrauner W., bei 16 J. alt, schweres 
Wagenpferd. 
Diagnose: Pneumonia dextra. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 8 
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Das Pferd ist vor 13 Tagen der Klinik zugewachsen mit einer 
Temp. 40,6°, Puls 60, Atem 20. — Bei der Blutentnahme, 13 Tage spiter, 
ist das Pferd bereits aufler Behandlung; die Freflust ist sehr gut. 

8. P. Nr. 1158. Dunkelkastanienbrauner W., 9 J. alt. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia bilateralis. 

Bei der Blutentnahme am 4, Tage nach der Einstellung in die Klinik 
hat es T. 40,3°, P. 68, A. 22. Dampfung auf beiden Seiten vorhanden. 
Freflust schlecht, trinkt viel Wasser. Matt, Ernihrungszustand gut. 

9. P. Nr. 1154. Kastanienbrauner Wall., 9 J. alt. 

Diagnose: Pneumonia dextra, Petechialfieber und subpleurales 
Lungenemphysem. 

Blutentnahme am 11. Tage nach dem Zuwachsen in die Klinik, 
T. 39,4°, P. 90, A. 18. Dampfung rechts nachweisbar. Das Tier ist stark ab- 
gemagert. Als Komplikation die charakteristischen Symptome des Petechial- 
fiebers. Exspirationsluft tibelriechend. Das Tier hat einen starken Durchfall. 

10. P. Nr. 1158. Zum 2. Male 10 Tage spater untersucht. Links 
ist die Dampfung noch nachweisbar. T. 37,6°, P. 36, A. 20. Das Tier ist 
wiahrend der 10 Tage stark abgemagert; Frefilust sehr gut. 

11. P. Nr. 1433. Rotschimmel, W., 4 J. alt, schweres Zugpferd. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia dextra. 

Die Blutentnahme am 5. Tage der Erkrankung. T. 40°, P. 70, A. 24. 
Dampfung rechts nachweisbar. Das Tier ist matt, Futter- und Getrink- 
aufnahme schlecht. Futter schlecht verdaut. Einen Tag vor der Blut- 
entnahme hat das Tier Neosalvarsan bekommen. 

12. P. Nr. 1433. Zum zweiten Male untersucht 6 Tage spiter. 


Pferd auffer Behandlung. 


13. P. Nr. 1080. 
Diagnose: Brustseuche, Pneumonia bilateralis exsudativa. 


Die Blutentnahme am 34. Tage der Erkrankung. T. 38,4°, P. 40, 
A. 20. Dampfung beiderseits tiber die Mitte des Brustkorbes reichend. 
Allgemeinbefinden schlecht. Zweimal punktiert und gegen 30 1 Exsudat 
entleert. Es scheint, daf’ das Pferd der Besserung entgegengeht. 

14. P. Nr. 1040. Kastanienbrauner Wall., 5 J. alt. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia bilateralis exsudativa. 

Das Pferd steht seit 33 Tagen an der Klinik zur Behandlung. 
T. 39,8°, P. 62, A. 20. Dampfung auf beiden Seiten bis handbreit tber 
dem Buggelenke nachweisbar. Das Tier ist stark abgemagert und nimmt 
kein Futter auf. Schwellungen an der Unterbrust. Zweimal Exsudat in 
der Menge von 201 entnommen. 

15. P. Nr. 1040. Untersuchung des Exsudates, am 36. Tage der 
Erkrankung entnommen. Krankeitssymptome dieselben, wie bei der ersten 


Blutentnahme. Freflust hat sich etwas gebessert. 
16. P. Nr. 1040. Zweite Blutentnahme 245 vor dem Tode. T.39,3°, 


P. 72, A. 24. 
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17. P. Nr. 1433 = Nr. 12. 

18. P. Nr. 1505. Kastbrauner W., 5 J. alt, leichtes Wagenpferd. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia dextra, Pleuritis, Angina. 

Die Blutentnahme am 4. Tage nach der Aufnahme in die Klinik. 
T. 40,19, P. 30, A. 16. Dampfung rechts handbreit itiber das Ellbogen- 
gelenk. Reibegerdusche. 

19. P. Nr. 1557. Kastanienbr. W., 4'/2 J. alt, gut genihrtes, mittel- 
schweres Wagenpferd. 

Diagnose: Brustseuche. 

Blutentnahme am 3. Tage der Erkrankung, nachdem es zwei Tage 
vorher Neosalvarsan bekommen hat. T. 39,4°, P. 52, A. 32. In der Lunge 
nichts nachweisbar. Das Pferd ist matt. 

20. P. Nr. 1557. Zweite Blutentnahme drei Tage spiter. Gering- 
gradiger Ikterus. T. 38,6°, P. 48, A. 24. Appetit gut. 

21. P. Nr. 1704. Lichtbrauner W., 7 J. alt, gut genaihrtes schweres 
Wagenpferd. 

Diagnose: Brustseuche mit Pneumonia centralis. 

Das Blut am 5. Tage der Erkrankung entnommen. T. 39,4°, P. 68, 
A. 32; starker Ikterus, verminderte Getrink- und Futteraufnahme. 

22. P. Nr. 1704. Zweite Blutnahme. 

Diagnose: Pneumonia catarrhalis. 

Die Blutentnahme 7 Tage spater. T. 40,4°, P. 56, A. 20. Die Krank- 
heitserscheinungen sprechen jetzt fiir eine Pneumonia catarrhalis. 

23. P. Nr. 1704. Zum dritten Male untersucht. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia bilateralis. 

Blutentnahme am 11. Tage der Erkrankung. T. 38,4°, P. 48, A. 22; 
Dampfung ist jetzt beidérseits nachzuweisen. 

24. P. Nr. 1704. Vierte Blutentnahme am 25. Tage der Erkrankung. 
Das Pferd ist aufler Behandlung. 

25. P. Nr. 1683. Sommerrapp, W.,6J. alt, mittelschweres Wagenpferd. 

Diagnose: Pneumonia sinistra, Gastroenteritis, Brustseuche. 

Blutentnahme am 6. Tage der Erkrankung. T. 40,2°, P. 48, A. 24. 
Daimpfung links nachweisbar. 

26. P. Nr. 1683. Zweite Blutentnahme. Am 9. Tage der Erkrankung 
Dampfung kleiner geworden. Allgemeinbefinden gut. 

27. P. Nr. 1683. Dritte Blutentnahme. Drei Tage nach nach der 
zweiten Entnahme durchgefihrt. Dampfung verschwunden. T. 37,5°, 
P. 40, A. 20. Futteraufnahme sehr gut. 

28. P. Nr. 1683. Vierte Blutentnahme. T. 38,5°, P. 36, A. 20. Das 
Pferd ist aufer Behandlung. 

29. P. Nr. 1613. Kastanienbrauner W., 9 J. alt, salemensisittaibinaitii 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia dextra. 

Blutentnahme am 9. Tage der Erkrankung. T. 39,6°, P. 72, A. 30. 
Dampfung rechts in der Héhe des Buggelenkes nachweisbar. 

R* 
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30. P. Nr. 1817. Kastanienbrauner W., 10 J. alt, schweres, gut 
genahrtes Wagenpferd.. 

Diagnose: Pneumonia catarrhal. Gastroenteritis. 

Das Blut wurde unmittelbar vor dem Tode des Tieres entnommen. 
Befund: '/« Stunde vor dem Tode war T. 39,2, P. 92, A. 64. Blutiger Nasen- 
ausfluf, Lungenbefund normal, Bauchumfang vergréfert. Aus dem Maule 
entleert sich eine stinkende Flissigkeit. Kot ist breiig-flissig, von iblem 
Geruch. 

Sektionsbefund: Pneumonia catarrh. chron. Gastritis, Dilatatio ven- 
triculi acuta, sowie akuter Darmkartarrh. 

31. P. Nr. 1887. Stichelhaariger Lichtkastanienbraun., 16 J. alt, 
schweres, gut genahrtes Wagenpferd. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia bilateralis. 

Das Blut wurde am ersten Tage der Einstellung in die Klinik ent- 
nommen. T. 40,7°, P. 80, A. 40. Beiderseitige Daimpfung in der Hohe des 
Buggelenkes nachweisbar. 

32. P. Nr. 1887. Blutentnahme zum 2. Male. Drei Tage spiater ent- 
nommen. Das Allgemeinbefinden des Tieres hat sich gebessert. Die 
Dimpfung besteht noch ungedndert. Frefilust ist ziemlich gut. 

33. P. Nr. 1900. Schwarzbrauner W., 6 J. alt, mittelschweres 
Wagenpferd. 

Diagnose: Pneumonia sinistra. 

Bei der Blutentnahme ist die Pneumonie schon im Lésungsstadium. 
T. 38,8°, P. 60, A. 26. Allgemeinbefinden gut. 

34. P. Nr. 1813. Kastanienbraune St., 2 J. alt. 

Diagnose: Pleuritis, Petechialfieber, Gastroenteritis. 

Blutentnahme am 16. Tage der Erkrankung. T. 40,0°, P. 80, A. 32. 

35. P. Nr. 1887. Blutentnahme zum 3. Male. T. 38,7’, P. 60, A. 24. 
Allgemeinbefinden ist gut. Die Dampfung beiderseits beinahe ganz ge- 


schwunden. 


Petechialfieber. 


36. P. Nr. 1480. Stichelhaariger, kastanienbrauner W., 8 J. alt. 
Diagnose: Petechialfieber. 
Die Blutentnahme erfolgte 30 Stunden vor dem Tode des Tieres. 


T. 38,4°, P. 70, A. 16. 

37. P. Nr.1509. Kastanienbrauner Wall., 10J. alt, schweres Zugpferd. 

Diagnose: Petechialfieber. 

Die Blutentnahme am 5. Tage der Erkrankung, T. 38,0°, P. 60, A. 12. 
Charakterislische Krankheitserscheinungen des Petechialfiebers (Nilpferd- 
kopf). Das Tier nimmt Futter auf. 

38. P. Nr. 1593. Dunkelkastanienbraune Stute, 9 J. alt, schweres, 
gutgeniihrtes Wagenpferd. 

Diagnose: Petechialfieber. 
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Blutentnahme am 10. Tage der Erkrankung, T. 39,8°, P. 60, A. 30. 
Die Schwellungen haben innerhalb der letzten 24 Stunden bedeutend zu- 
genommen. 18 Stunden spiter ist das Tier erstickt. 

Sektionsbefund: Pneumonia cruposa bilateralis im Stadium der 
grauen Hepatitation, Pleuritis dextra, Degeneration der Parenchyme. 

39. P. Nr, 1743. Stichelhaariger, schwarzbrauner W., 6 J. alt. 

Diagnose: Petechialfieber, chronisches Lungenemphysem. 

Bei der Blutentnahme T. 38,0°, P. 36, A.12. Scheint auf dem 
Wege der Besserung zu sein. . 

40. P. Nr. 1779. Lichtbrauner W., bei 16 J. alt, sehr schlecht ge- 
nahrtes Tier. 

Diagnose: Petechialfieber. 

Bei der Blutentnahme T. 39,0°, P. 80, A. 16. 

41. P. Nr.1779. Zweite Blutentnahme 5 Tage spiter. Das All- 
gemeinbefinden des Tieres hat sich verschlechtert. Die Schwellungen 
haben zugenommen. 

Sektionsbefund: Zahlreiche Blutungen in das Innere, Obstipatio der 
Arteria femoralis. 


Krankheiten des Verdauungstraktes. 


42. P. Nr. 1442. Dunkelfuchs, W., 6 J. alt, gut genihrtes. schweres 
Zugpferd. 

Diagnose: Gastroenteritis. 

Blutentnahme am 4. Tage der Erkrankung. T. 38,0°, P. 36, A. 12. 

43. P. Nr. 1868. Kastanienbrauner W., 12 J. alt. 

Diagnose: Gastroenteritis und Lungenemphysem. 

Bei der Blutentnahme T. 38,0°, P. 50, A. 45. Schlechte Futterauf- 
nahme und grofe Mattigkeit. 


44. P. Nr. 1868. Zum zweiten Male. Blutentnahme am 10. Tage 
der Erkrankung. T. 39,7°, P. 80, A. 14. 


45. P. Nr. 1885. Gemischter Schimmel, 10 J. alt, kleines minder 
gut genahrtes Wagenpferd. 

Diagnose: Indigestion. 

Das Blut wurde am 14. Krankheitstage entnommen. T. 38,0°, P. 36, 
A.12. Appetit gut. Der Kot ist breiig. 

46. P. Nr. 2013. Kastanienbrauner W., bei 12 J. alt, schlecht ge- 
nahrtes leichtes Wagenpferd. 

Diagnose: Gastroenteritis. 

Blutentnahme am 7. Tage der Erkrankung, T. 38,0°, P. 48, A. 20. 
Keine Krankheilserscheinungen mehr nachweisbar. 

47. P. Nr. 2068. Stichelhaariger Rotfuchs, 9 J. alt, gut genahrtes, 
schweres Wagenpferd. 
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Diagnose: Katarrhalischer Darmkrampf. 

Die Blutentnahme geschah '/« Stunde vor dem Verenden des Tieres. 
T. von 40,6 auf 39,9° gefallen, P. 44, A. 72. Starkes Muskelzittern am 
ganzen Koérper, Schweifiausbruch, Mund und Nase entstrémt ein tbler 


Geruch. 
Tetanus. 


Wurde nur ein einziger Fall untersucht, aus Mangel an Ver- 


suchstieren. 
48. P. Nr. 1527. Kastanienbrauner W., 7 J. alt, gut gendhrtes 
Wagenpferd. 


Diagnose: Tetanus. 
Blutprobe wurde am 6. Tage der Erkrankung entnommen. T. 39,0°, 


P, 52, A. 40. Das Tier nimmt noch etwas Futter auf. 


Koérperfett. 


49. P. Nr. 1613. Kastanienbrauner W., 9 J. alt. 

Diagnose: Brustseuche, Pneumonia dextra. 

Von diesem Pferde wurde auch das Blut untersucht. (29.) Das Fett- 
gewebe entstammt der Kniefalte und der Praputialgegend. Starke Ab- 
magerung, dafs beinahe das ganze Fett geschwunden war. 

50. P. Nr. 1558. Klinische Diagnose: Pneumonia bilat. 

Sektionsbefund: Pleuritis serofibrinosa bilateralis mit stellenweisen 
Adhasionen in mittleren und unteren Abschnitten, gangranédse Pneumonie. 
Degeneration der grofien Parenchyme. 

51. P. Nr. 1570. Sektionsbefund: Gastroenteritis. 

Zur Untersuchung wurde Kammfett verwendet. 

52. P. Anatomiepferd. 


Sektionsbefund: Brustseuche, Pneumonia sinistra. 
Zur Untersuchung gelangte Kammfett. Das Tier ist stark abge- 


magert. Das Fett ist beinahe ganz geschwunden. 
53. P. Nr. 1679. Klinische Diagnose: Tympanitis. 
Sektionsbefund: Tympanitis. 
54. P. Nr. 2068. Stichelhaariger Rotfuchs, 9 J alt. 


Diagnose: Katarrhalischer Darmkrampf. 
Wurde auch Blut untersucht. (47.) Das Fett stammte aus der 


Kammgegend. 


Direkt bestimmte Zahlen. 


Die im folgenden angefiihrten Gewichtsmengen in Gramm 
sind auf 1 Liter Blut (bezw. Exsudat) berechnet. 
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| Spex ad no 

ae An- fisches|Trocken-| petrol- se were samt- | verseif- 
veal merkungen Ge- |substanz/4ther-| ¢.)_ | sterin| petrol- | baren 
| | wicht OO | ieee iitherex-) Riick- 

| | trakt | traktes | standes 

1 | 10484 1850 | 325] 106; — | 723 | 606 
D | on ae 358 |} 048/ — | 752 | 33,2 
3 1,0415| 1964 | 380] 1,30} — | 732 | 483 
a) 1,0388| 173,0 | 3,95 | 1,02 0,70] 892 | 528 
5 | 1,0506' 200,0 | 3,66; 1,44 | 0,60] 788 | 54,6 
6 | /1,0519} 199,0 | 4,10] 1,02 | 0,83] 81,0 | 554 

Brustseuche. 

7 |1,0342) 1691 | — | — ] — | 81,8 - 
8 | 1. Untersuchg. 1,0416) 182,2 _ a — 68,0 — 
9} 1, > 1,0180] 153,9 | 518} — - | 640 - 
10 | 2. , v. 8.|1,0477] 1809 | 354} — | — | 77,0 | 52,1 
11 | 1. > 1,0453| 175,8 | 5,29] 050) — | 73,0 | 31,7 
12 | 2. : » 14. | 1,0427] 155,4 | 3,72] 085 | 0,83} 80,9 | 42,2 
13 1,0448} 1726 | 385] 040} — | 521 | 326 
14 | 1. > 1,0418] 159,0 | 3,41 | 080) — | 768 | 47.6 
15 |  Exsudat vom 14./ 1,0197} — 279| 044| — | 65,0 | 15,9 
16 2. Untersuchg. v. 14. | 1,0516) 171,2 | 7,40 | 1,07! 0,89 | 704 | 52,8 
17 — ee ae ee me 
18 10480] 191,4 | 7,62 | 2,72/ 091! 91,3 | 36,1 
19 | 1. > 10451] 171,5 | 3,56} 1,30) 0,62] 726 | 483 
20 | 2. > v.19. | 1,0422] 161,2 | 2,35 | 0,49] 0,35] 87,7 | 36,6 
21 |1. . 1,0501} 197,4 | 4,10] 1,52} 0,98] 700 | 354 
22 | 2. : > 21.| 1,0470] 192.0 | 3,04] 1,09 | 0,44] 782 | 57,6 
23 3. > » 21.| 1,0492) 180,5 | 2,67 | 1,44 0,58 | 82,5 57,8 
24 | 4. ‘ > 21.| 10428] 165,5 | 2,64] 0,91 | 046] 849 | 29,4 
25 | 1. , 1,0438 173,5 | 3,13] 0,76 | 058! 74,5 | 34,6 
26 | 2. > >» 25.| 1,0478: 178,0 | 3,73 | 1,03) 0,62) 70,1 59,0 
27 | 3. : > 25.| 41,0476) 179.9 | 3,15 | 0,71 | 0,62] 798 | 52,8 
28 | 4. > » 25. | 1,0487| 186,7 | 3,10 | 1,02 | 0,57 | 77,7 | 52,8 
29 | | 1.0442) 175.0 | 3,76] 0,99} — | 78,1 19,5 
30 | 1,070 270,5 |11,78 | 2,63} 1,34] 74,0 | 57,4 
31 | 1. > | 1,0534| 207,7 | 5,50 | 0,94 | 0,74 | 84,9 | 43,6 
32 | 2. : » 31.| 1,0471] 179.9 | 4,47] 1,20] 1,00] 67,2 | 48,5 
33 | 1,0493| 195,1 | 3,53! 1,60/ 0,64] 91,0 | 336 
34 1,0542| 214.0 | 8,82] 1,51 | 139] 67,3 | 59,4 
35 | 3. > > 31./ 1,0507) 193,8 | 3,28 | 1,43 | 0,54| 842 | 752 
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;, Ge- |. Jodzahl | Jodzahl 
rir — samt- ——_ Chol des Ge-/ des un- 
Nr. Anmerkungen we | [pettol-! pare | | Samt- | verseif- 
Ge- |substanz/ ather- | Sub- | Sterin| petrol- | baren 
wicht ex- prowl aitherex-| Riick- 
trakt | traktes | standes 
36 |1,0664) 215,4 | 4,64 | 127) — | 885 | 489 
37 11,0502} 199,7 | 4,32 | 0,97 0,71} 72,2 | 504 
38 1,0542) 2124 | 4,37/ 049; — | 828 | 529 
39 | 1,0488) 189,4 | 3,98 | 0,99 | 049 | 781 | 528 
40 10516! 2025 | 3,58! 1,17] 0,62! 848 | 53,7 
41 | '1,0360| 1368 | 3,42 | 0,90] 0,47] 841 ; 59.7 
Krankheiten des Verdauungstraktes. 
42, | 1,0490) 189,0 | 3,67] 0,71; — | 8,5 | 80,0 
Ol. ; 1,0451| 176,0 | 4,64 | 214 0,77] 629 | 368 
44 | +: Untersuchg. 1,0539} 2172 | 7.65 | 1,60) 0,96] 73,9 | 505 
45 | 2. > v.43. | 4.0486) 200,0 | 10,74 | 2.79 | 1,07} 86,1 37,9 
46 1,0505| 195.5 | 4,5 | 2,07 | 095 | 79,4 | 563 
47 | 1,0642) 239,5 | 4,63 | 1,70 | 087 | 904 | 47,5 
Tetanus. 
48 | '1,0616| 230,8 | 5,41 | 1,80] 104! 71,9 | 333 
Korperfett. 


Die Resultate der Untersuchung von Korperfett sind so dar- 
gestellt, daB die Menge des Gesamtextraktes gleich 100 gesetzt 
wurde und die iibrigen Zahlen auf die Menge bezogen werden. 

Simtliche unverseifbaren Riickstaénde addierten kein Jod, 
hatten daher die Jodzahl O und enthielten keine bestimmbare 
Menge an Cholesterin. 























Unverseif- | Jodzahl 
Nr. Anmerkung barer ‘des Gesamt- 
Riickstand | extraktes 
49 von Nr. 29 1,57 | 463 
50 1,01 | 51,9 
5A 216 | 60,2 
52 057 | 31,5 
53 111 | 488 
b4 von Nr. 47 143 | 470 
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Diskussion der Resultate. 


Fiir eine Diskussion der Resultate erscheint die obige 
tabellarische Zusammenstellung, welche nur die Originalzahlen 
umfaBt, nicht tibersichtlich genug. Es werden daher im fol- 
genden Tabellen angefiihrt, fiir welche durch Rechnung ermit- 
telte Zahlen mit herangezogen, gleichfalls fiir 1 Liter Blut, 
bezw. beim Korperfett fiir Gesamtpetrolaitherextrakt = 100 
berechnet. Die Tabellen umfassen die im zweiten Abschnitte 
unter 2, 9, 5, 10, 11 und 7 naher erliauterten Werte. 


Gesunde Pferde. 


Den Proben 1—6 sind in der folgenden Tabelle auch 
die Proben 12, 24 und 28 angefiigt. Es sind dies Proben von 
bereits genesenen Pferden, also von Pferden, welche nach den 
Resultaten der klinischen Untersuchung als gesund betrachtet 


werden konnen. 
LL LT, 






































Trocken-| Neu- |Chole- sy Jodzahl ie 

Nr. Anmerkung _|substanz'tralfett) sterin — bs — 
ing | in g| ing} stanz | g4yren| Riick- 

; ing standes 
1 185,0 | 2,29 1,06 | 78,4 | 60,6 
2 — 3,24 1,30 | 81,7 33,2 
3 196,4 | 2,62 0,48 | 862 | 48,3 
4 173,0 | 3,06 0,70 | 0,32 | 101,9 52,8 
5 200.2 | 2,82 | 0,60 | 0,74 88,2 54,6 
6 199,2 | 4,22; 0,83; 0,19 89,4 55,4 
12 |v. Pferde Nr. 11} 1554 | 3,00 | 0,83 | 0,02 92,9 42.6 
24 |» > >» 21) 165,5 | 1,81 | 0,46 |) 0,45 | 114,0 29,6 
28 | > > >» 25] 186,7 | 2,17 | 0,47 | 0,45 | 90,2 52.8 





Bei der Diskussion der vorstehend angefiihrten Werte sollen 
die der Blutproben 12, 24 und 28 nur mit einiger Vorsicht ver- 
wertet werden, weil ja von vornhinein nicht ausgeschlossen werden 
kann, daf Verdnderungen in den Fettsubstanzen des Blutes, 
welche mit der Krankheit einhergegangen sind, linger andauern, 
als die durch physikalische Untersuchung feststellbaren Symptome. 
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Was zunachst die Menge des Neutralfettes betrifft, so 
wechselt sie allerdings ziemlich erheblich, wohl abhingig von 
der Zeit, welche zwischen der Fiitterung der Tiere und der 
Entnahme der Blutprobe verstrichen ist. Wenn es auch nicht 
angezeigt ist, aus 6 bezw. 9 Einzelnwerten einen Durchschnitts- 
wert fiir den Fettgehalt des Blutes normaler Pferde zu ziehen, 
so wird dieser Durchschnittswert wohl etwa zwischen 2 und 
4 g Neutralfett im Liter Blut zu suchen sein, und das geniigt, 
um erhebliche Differenzen, welche im Blute kranker Tiere ge- 
funden wurden, als abnormal bezeichnen zu k6énnen. Die 
Schwankungen in der Neutralfettmenge stehen in keinem Paralle- 
lismus mit der Gesamttrockensubstanz. 

Wie schon friiher erwahnt, wurde das Neutralfett durch 
die Jodzahl der Fettsiiuren naher charakterisiert. Auch die 
hiefiir gefundenen Zahlen differieren untereinander. Gar zu 
strenge wird man indes solche Differenzen nicht nehmen diirfen, 
weil diese Zahlen aus vier direkt bestimmten Werten berechnet 
sind, demnach gewissermaBen mit den vierfachen unvermeid- 
lichen Versuchsfehlern behaftet sein kinnen. Doch bewegen sich 
diese Zahlen innerhalb relativ enger Grenzen und zwar, wenn 
man nur die Proben 1—6 in Betracht zieht, zwischen 78 
und 102. 

Wiirde man sich eine ganz naive Vorstellung vom Fett- 
transport auf dem Wege der Blutbahn machen, dann wiirde 
man erwarten, da die Jodzahl des Neutralfettes des Blutes 
zwischen der des Fettes des Futters und der des Korperfettes 
liegen mubBte. 

Fiir die letzteren geben die vorstehenden Zahlen fiir 
Korperfett einige Anhaltspunkte. Die Jodzahl der Fettsauren 
berechnet sich daraus mit: 


Nr. Jodzahl der Fettsiuren 
49 47,0 
50 52,4 
5 61,5 


{ 
2 31,6 
3 48,9 
7 


47,7. 
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also jedenfalls erheblich niedriger als beim Blute. Allerdings 
stammen die untersuchten Proben des Korperfettes nicht von 
gesunden, sondern von kranken Tieren. Im iibrigen gibt die 
Literatur entsprechende Daten. Fiir das Pferdefett wird die 
Jodzahl der Fettsiuren angegeben 

von Kalman(*) mit 83—87,1, 

von Anthor u. Zink(*) mit 74,4—83,8. 

Die Angaben der Literatur sind wesentlich hoéher als die 
von mir gefundenen Jodzahlen. Greife ich aus den letzteren 
die zwei niedrigsten, Nr. 49 und Nr. 52, heraus, so geben hieriiber 
die Protokolle an, dafs es sich hier um das Fett sehr stark 
abgemagerter Tiere gehandelt habe. Auch meine itibrigen 
Zahlen beziehen sich auf Tiere, bei welchen die Nahrungs- 
aufnahme gestOrt war, die sich aber mehr oder minder von 
ihrem Korperfette ernahren muBten. 

Wenn demnach von dem Tiere das Korperfett angegriffen 
wird, so werden in erster Linie oder vorwiegend jene Bestand- 
teile angegriffen, welche die Jodzahl beeinflussen, also die 
Glyceride der ungesittigten Sauren (Olsidure), wahrend das 
Tripalmitin und Tristearin entweder erst spéter oder im ge- 
ringen Ausmafie abgebaut werden. 

Konnten einerseits fiir das Kérperfett des Pferdes be- 
stimmte Daten erhoben werden, so ist es nicht gut mdglich, 
eine einheitliche Jodzahl fiir das Nahrungsfett zu ermitteln, 
weil ja ein Mischfutter gefiittert wurde, bestehend aus Hafer, 
Heu und Strohhicksel. Bei dem Umstande jedoch, als das Fett 
des Heues und Strohes den Charakter des Pflanzenwachses zeigt, 
die Jodzahl seiner Fettsaéuren gering ist, ist beziiglich der Jod- 
zahl der Fettsiuren des Nahrungsfettes wohl das Fett des Hafers 
ausschlaggebend. Es kann also die Jodzahl des Hafers als Grenz- 
zahl angesehen werden, unter welcher die dem Durchschnitte des 
Nahrungsfettes entsprechende Jodzahl der Fettsauren liegen mub. 

RoBmeibl(*) gibt die Jodzahl fiir die Fettsaéuren des 
Haferéls mit 104,2 an. 

Die Jodzahlen, welche sich fiir die Fettséiuren des Blutes 
gesunder Pferde gefunden haben, liegen nun in jenen Grenzen, 
welche einerseits durch die Jodzahl der Fettsauren des Haferdls, 
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anderseits durch die Jodzahlen der Fettsaéuren des Korper- 
fettes gesteckt sind, so daB die vorerwahnte Vorstellung von 
dem Transporte des Fettes auf dem Wege der Blutbahn der 
Grundlage nach plausibel erscheint. Eine Abweichung zeigt 
nur die Zahl Nr. 24, welche sich auf ein rekonvalescentes 
Pferd bezieht, und diese Zahl soll spater besprochen werden. 

In gewOohnlichen tierischen Fetten, deren Fettséiuren fast 
ausschlieBlich aus Stearinsiure, Palmitinsiiure und Olsdure 
bestehen, ist fiir die Jodzahl der Fettsiéiuren die Menge der 
im Fett enthaltenen Olsiuren maBgebend. Die Jodzahl reiner 
Olsiiure berechnet sich aus der Formel C,,H,,0, mit 90,1, das 
heibt fiir ein gewohnliches tierisches Fett muf die Jodzahl 
der Fettsiiuren kleiner sein als 90,1. 

Nun stehen aber in der Tabelle fiir das Blut gesunder 
Tiere die Jodzahlen mehrfach hart an dieser Grenze. Da nicht 
angenommen werden kann, dai dieses Blutfett reines Triolein 
ist, und da einelne Zahlen sogar iiber 90,1 hinausgehen und 
sich der Zahl 104,2 (Hafer6l) néhern, wobei von Nr. 24 ganz 
abgesehen wird, so erscheint durch diese hohen Zahlen dem 
Blutfett der Stempel des Nahrungsfettes aufgedriickt zu sein; 
es spricht dieser Umstand dafiir, daf das Blutfett gesunder 
Pferde wenigstens hauptsichlich aus der Nahrung stammt und 
nicht durch Abbau des KOrperfetts hineingekommen ist. 

Was den Cholesteringehalt des normalen Blutes betrifft, 
so moéchte ich die von mir erhobenen Zahlen auch nur mit 
einiger Reserve aufgenommen wissen. Die Digitonin-Methode 
nach Windaus zur quantitativen Bestimmung des Cholesterins 
ist an sich zwar eine bewdhrte, exakte Methode zur Bestim- 
mung des Cholesterins. Da aber im Blute auch Veranderungs- 
produkte des Cholesterins, (Oxycholesterine) méglicherweise 
auch andere Alkohole enthalten sind, welche durch Digitonin 
teilweise ausgefallt werden kénnen oder die Fillbarkeit des 
Cholesterins beeinflussen kénnten, so mu8 mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, da die gefundenen Werte von den wahren 
Werten etwas abweichen. Man wird also bei Betrachtung 
der Resultate von kranken Pferden nur aus erheblichen Dif- 
ferenzen Schliisse ziehen k6nnen. 
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Noch unsicherer wird natiirlich damit die Berechnung 
der Menge der anderen unverseifbaren Substanzen. Trotzdem 
kann, wie schon erwahnt wurde, aus den beziiglichen Zahlen 
der SchluB gezogen werden, da’ solche Substanzen vorhanden 
sind und daS ihre Menge nicht allzu gering ist. Zur unge- 
fahren Orientierung iiber die Frage, was etwa diese anderen 
unverseifbaren Substanzen sind, wurde die Jodzahl des ge- 
samten unverseifbaren Riickstandes (Cholesterin +- anderer 
unverseifbarer Substanz) ermittelt. Die Jodzahl des reinen 
Cholesterins wurde von Lewkowitsch(%) im Mittel mit 67,7 
gefunden. Sie berechnet sich aus der Formel C,,H,,0 mit 66. 
Der Umstand, da die Jodzahlen des unverseifbaren Riick- 
standes im Blute gesunder Pferde durchwegs kleiner sind als ’ 
7 die Jodzahl des Cholesterins, besagt, daB die Jodzahli der anderen 
unverseifbaren Substanz erheblich kleiner sein muf, als die Jod- 
zahl des Cholesterins, und legt, da diese anderen unverseif- 
i baren Substanzen aus einem Gemenge verschiedener Stoffe 
; bestehen, die Annahme nahe, dab zumindest ein Teil dieser 
| Stoffe gar kein Jod addiert, also aus gesiittigten Substanzen, 
wahrscheinlich gesittigten héheren Alkoholen besteht. Weitere 
Schliisse, etwa durch ziffernméBige Abrechnung der Jodzahl, 
welche der ermittelten Cholesterinmenge entspricht, erscheinen, 
wie schon friiher erwa&hnt wurde, nicht angiingig. 








Brustseuche. 























Andere Jodzahl 
Trocken-| Neu- |Chole-| unver- Jodzahl | der un- 
Nr. Anmerkungen substanzitralfett| sterin | S¢ifbare} der | verseif- 
Sub- Fett- | baren 
in g ing | ing | stanz Sub- 
in g oe) aliens 
7 169,1 - — -- _- -- 
8 | 1. Untersuchung 182,2 — -— a — - 
9 it. > 153,9 — — — — _ 
10 |2. > v. 180.9 | — — a — 52,1 
11 | 1. > 175,8 | 5,01 0,50 77,9 | 31,7 
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Brustseuche (Fortsetzung). 
| 
| 

trocken- Neu- mala Jodzabl ace un- 
Nr. Anmerkungen enn nets sterin — Fett- roomy 
in g ing | ing | stanz | syyren | Sub- 
| ing | Stanz 

12 |2. Untersuchung v. 11.) 155,4 | 3,00 | 0,83 | 002 | 923 | 429 
13 | 172,6 | 3,61 0,40 54,4 | 32.6 
14 1. > 159,0 | 2,75 0,80 85,8 | 47.6 
15 | Exsudat vom 14. — 2,45 0,44 74,2 15,6 
16 2. Untersuchung v. 14./; 171,2 | 6,62 | 0,89 | 0,18 72,1 52,8 

17 | i a de ” = 
18 rn > 191,4 | 510} 0,91) 1,81 | 1108 | 361 
19 | 4. ; | 1715 | 2,36) 0,62} 0,68 | 86,7 | 48,3 
20 |2 > > 19.) 161,2 | 1,95 | 0,35 | 04 | 101,2 | 366 
21 | 1. > 197,4 | 2,70} 0,98 | 0,54 90,4 | 35,4 
22 1/2. > > 241.) 1920 | 204] 044) 0,65 89,5 | 57,6 
23 | 3. > 21.| 1805 | 1,29! 0,58 | 0,86 | 111,4 | 57,8 
24 | 4. : > 21.{ 165,5 | 1,81} 0,64} 0,45 | 1140 | 294 
25 | 1. > 173,5 | 2,47] 0,58) 0,18 86,0 | 34,6 
96 | 2. > > 25./ 1780 | 2,45 | 0,62) 0,44 74,8 | 59,0 
27 3, > > 25.| 179,9 | 2,45 | 0,62} 0,09 87,4 | 59,0 
28 | 4 : » 25,| 186,7 | 2,17] 0,57| 045 | 90,1 | 528 
29 | 175,0 | 2,19 0,99 101,0 | 19,5 
30 | 270,5 |10,1 | 1,34} 0,69 77,5 | 57,4 
31 | 1. > 207,7 | 4,77 | 0,74] 0,20 91,6 | 43,6 
32 | 2. ; > 31.| 179.9 | 3,42] 1,00] 0,20 | 746 | 48,6 
33. | 195,1 | 2,02 | 0,64! 0,96 | 1385 | 33,6 
34 | 2140 | 7,651 1,39] 012 | 67,7 | 59,4 
35 | 3. ; > 31.| 193,8 | 188] 054] 089 | 913 | 75,2 





Vergleicht man die Zahlen fiir Neutralfett nur dieser 
Tabelle mit den beziiglichen Zahlen von gesunden Pferden, so 
finden sich bei den brustseuchekranken Pferden auch Werte, 
welche in denselben Rahmen fallen wie bei gesunden. Es 
kommen aber auch erheblich, oft ganz betréchtlich hoéhere, 
als auch auffallend niedrige Werte vor. 





| 
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Mit den besonders hohen Werten fiir Neutralfett sind 
auch hohe Werte fiir Trockensubstanz verbunden. Nicht als 
ob hier eine Proportionalitaét bestehen wiirde; das Plus der 
Trockensubstanz ist auch nicht einzig und allein auf die gréfere 
Menge von Neutralfett zuriickzufitihren. Es ist vielmehr in 
diesen Fallen gewifi eine Lipaémie vorhanden und daneben auch 
eine Abnahme des. Wassergehaltes, also eine Kindickung des 
Blutes. 

Den Schliissel zur Erklérung dieser auferordentlichen 
Mannigfaltigkeit der Neutralfettmengen bei Brustseuche ergeben 
jene Falle, in welchen das Blut mehrmals im Krankheitsver- 
laufe untersucht wurde. In diesen Fiillen sind die abnorm 
hohen Werte auch zeitlich immer die ersten. Im weiteren 
Verlauf der Krankheit sinken die Fettmengen und zwar all- 
miihlich bis unter die Norm und an dem Falle 21—24 wird 
der letzte Wert (24) wieder etwas hoher, er nihert sich der 
Norm. Auch in jenem Stadium, in welchem die Pferde nach 
dem Resultate der klinischen Untersuchung als gesund gelten 
kénnen, kann der Fettgehalt nicht zur Norm zurtickgekehrt 
sein, er kann vielmehr unter der Norm liegen. 

Eine Ausnahme macht der Fall 14—16, bei welchem 
ein erhebliches Ansteigen des Fettgehaltes im Verlaufe der 
Krankheit zu verzeichnen ist. Dieser Fall unterscheidet sich 
aber dadurch von den anderen Fallen, daf er zum Tode des 
Tieres fiihrte, wihrend jene in Heilung ausgingen. Uberhaupt 
finden sich die grofen Neutralfettmengen dort, wo schwere 
Krankheitserscheinungen vorhanden sind, wihrend das Ab- 
sinken der Neutralfettmengen unter die Norm als ein Symptom 
der Heilung aufzufassen ist. 

In Fallen, welche klinisch leicht verlaufen, weichen die 
Neutralfettmengen kaum, oder nur wenig von der Norm ab. 
Daf die besonders hohen Werte keine physiologische Lipaémie 
bedeuten kénnen, geht schon daraus hervor, daf die schwer- 
kranken Tiere wenig oder gar kein Futter aufnehmen und 
schlecht verdauen. Ubrigens sind, wenn man die Gesamt- 
menge des Blutes des kranken Tieres beriicksichtigt, die im 
gesamten Blute dieses Tieres enthaltenen Fettmengen, absolut 
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genommen, weit grOfer als die Fettmenge mehrerer Kilogramm 
Hafer, und soviel nimmt ein schwerkrankes Pferd nicht an Hafer 
auf. Anderseits sinkt die Fettmenge im Blute gerade dann, 
wenn die Nahrungsaufnahme besser wird. 

Die Jodzahlen der Fettsiuren sind bei brustseuchekranken 
Pferden vielfach nicht wesentlich anders als bei gesunden 
Pferden; es finden sich aber auch hier Werte, welche aus 
diesen Grenzen herausfallen. 

Auch hier scheint sich aus jenen Fallen, in welchen das 
Blut mehrmals im Verlaufe der Krankheit untersucht wurde, 
eine Gesetzmiibigkeit zu ergeben. Man sieht im allgemeinen 
mit dem Fortschreiten der Rekonvalescenz ein Ansteigen der 
Jodzahl der Fettsiuren. Nur im Falle Nr. 14—16, der zum 
Tode fiihrte, findet sich ein Abfallen. Wo unzulangliche Daten 
vorliegen, fillt der Wert anfangs und steigt bei eintretender 
Besserung. 

Die Deutung dieser Tatsache diirfte im folgenden liegen. 
Im Anfange der Krankheit frit das Pferd nicht oder nur 
wenig, es zehrt vielmehr von seinem Korperfette. Da nun, 
wie friiher auseinandergesetzt wurde, vom Ko6rperfett zuerst 
oder vorwiegend Triolein angegriffen wird, so mu auch in 
dieser Periode das Neutralfett des Blutes vorwiegend aus Tri- 
olein bestehen; die Jodzahl der Fettsiuren mu also der Jod- 
zah| der Olsiiure (90,1) mehr oder weniger nahe kommen 
und das stimmt mit der Tabelle im Beginn der Krankheit. In 
dem MaBe nun, als der Vorrat an Triolein im Korperfett 
immer kleiner wird, miissen auch die Glyceride der gesiattigten 
Fettsiuren, Tripalmitin und Tristearin, mit herangezogen werden 
und ins Blut gelangen. Die Jodzahl der Fettséuren mu8 immer 
kleiner werden und wird sich, wenn die Zehrung vom KOrper- 
fette entsprechend lange dauert, jenen Werten nihern, die ich 
fiir das Korperfett kranker Tiere gefunden habe. So niedrige 
Werte finde ich tatsichlich, wie vorstehende Tabelle angibt. 

Wenn nun der KrankheitsprozeB sich zum Bessern ge- 
wendet hat, so beginnt das Pferd allméhlich zu fressen. In 
der Jodzahl der Fettsiuren des Blutes gewinnt daher die hohe 
Jodzahl der Fettsiuren des Haferdls (104,2) immer mehr Ein- 
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fluB; die Jodzahl der Fettséuren des Blutes steigt daher all- 
miahlich wieder an. 

Nun nimmt aber im weiteren Verlauf der Rekonvalescenz 
diese Jodzahl Werte an, welche iiber die Jodzahl der Fett- 
sduren des Hafers hinausgehen. Da weder in der Nahrung 
noch im Korper des Tieres sich Fettsauren von solchen Jod- 
zahlen finden, so bleiben nur zwei Annahmen ibrig. 

Die eine wiirde darin bestehen, daB der Korper anderswo, 
vielleicht im Blute selbst aus gesattigten Fettsiuren ungesat- 
tigte, also die einfache Bindung von Kohlenstoffatomen in eine 
doppelte verwandelt hat. 

Nach der Gleichung 

CH, +0 =H,0 + 6H 
CH, (4 


| 
H 


ist dieser Prozei ein OxydationsprozeB, also ein Schritt zum 
Abbau, zur Verbrennung der gesittigten oder ungesittigten 
Fettsauren. 

Die Zunahme der Jodzahl kénnte allerdings auch dadurch 
erklirt werden, dai man annimmt, die Olsiiure oder eine andere 
ungesattigte Sdure wiirde durch Verkiirzung ihrer Kohlenstoff- 
kelte zu einer Siure von geringerem Molekulargewichte. Die 
letztere Annahme wird dadurch unwahrscheinlich, wenn wir 
bedenken, daf in jeder ungesdttigten Verbindung die doppelt 
gebundenen Kohlenstoffatome der locus minoris resistentiae 
sind und daB die ermittelte Jodzahl sich auf wasserunlésliche, 
nicht fliichtige Fettsaéuren bezieht, wahrend durch Verkleinerung 
des Molekulargewichtes die Léslichkeit einer Fettsaure im Wasser 
und ihre Fliichtigkeit immer mehr zunimmt. Die erste Annahme 
wird dadurch zur wahrscheinlicheren. 

Ob der Proze&, den die Jodzahl andeutet, schon nor- 
malerweise sich vollzieht und ob er eine Reaktion ist, die der 
Tierkérper wihrend der Rekonvalescenz erst gelernt hat in 
Analogie zu den Anschauungen Abderhaldens tiber die Ent- 
stehung von Kérperfermenten, das sind Fragen, deren Beant- 
wortung ich dahingestellt sein lassen muB. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 9 
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Nicht die gleiche RegelmaBigkeit wie beim Neutralfette 
kann ich im Wechsel des Cholesteringehaltes finden. Ich finde 
insbesondere die Angaben von Bacmeister und Haves, sowie 
von Henes, daB bei fieberhaften Krankheiten der Cholesterin- 
gehalt des Blutes vermindert ist, bei der Brustseuche der 
Pferde nicht bestatigt. Ich habe friiher schon darauf hin- 
gewiesen, dab der Pflanzenfresser sich vom Fleischfresser im 
Cholesterinstoffwechsel darin unterscheidet, daf er sich sein 
Cholesterin erst bilden muf. 
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Petechialfieber. F 
| | ' 
| Andere Jodzahl ; 
| ‘Trocken- Neu- |Chole-, unver- — der un- 
| , er se)f- 
Nr. | Anmerkungen ‘substanz tralfett sterin = Fett- —— 
| | ing | ing | ing | stanz | gguren | Sub- 4 
| | | | Ing stanz | 
| | <a _~ 
36 | 215.4 | 3,51 | 1,27 96,5 48,9 
37 | | 199,7 | 3,50| 071) — | 785 | 504 
38 | | 212.4 | 4,05 | 0,49 86,1 | 52,9 
39 | 189,4 | 3,12 | 0,49 | 0,50 | 86,5 | 528 
4) 1. Untersuchung | 202,5 | 2,51 | 0,62 | 0,55 98,0 53,7 
| i 
41 | 2. , v.40.| 1368 | 2,64! 0,47 0,43 | 96,3 | 59.7 
@ 





Die hier verzeichneten Zahlen unterscheiden sich mit Aus- 
nahme der Probe 41 nicht wesentlich von den Zahlen, die bei 
gesunden Pferden gefunden wurden, was um so auffalliger ist, , 
als das Petechialfieber eine schwere Allgemeinerkrankung dar- | 
stellt. Es zeigt dies, dafi die Veranderungen im Blute, welche 
bei der Brustseuche gefunden worden sind, nicht lediglich der : 
Ausdruck gestorten Allgemeinbefindens sind, sondern jedenfalls | | 
auch mit der Natur des Krankheitsprozesses zusammenhangen. F 

Bei der Probe 41 fallt die geringe Menge der Gesamt- | 
trockensubstanz auf, sie beweist, da& eine Hydrimie bestanden | 
hat. Die Zahlen fiir Neutralfett, Cholesterin und «Andere un- , 
verseifbare Substanzen» sind daher nicht direkt vergleichbar 
mit den beziiglichen Zahlen der anderen Blutproben; es muf 
vielmehr die Hydrimie mitberiicksichtigt werden. Dement- 
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sprechend wiirde der Wert fiir Neutralfett von 2,64 g bis gegen 
4g riicken und sich bei diesem Falle, wie im Falle 14—16, 
in der Brustseuchetabelle eine Verschlimmerung des Krank- 
heitsprozesses auch durch eine Erhéhung des relativen Fett- 
gehaltes dokumentieren, wenn auch nicht in dem Grade, wie 
bei der Brustseuche. 

Was die Jodzahl betrifft, so liegen hier greifbare Anhalts- 
punkte nicht vor, doch gelingt es unschwer mit Hilfe der An- 
schauungen, welche bei der Brustseuche entwickelt wurden, 
auch diese Zahlen zu deuten. 


Krankheiten des Verdauungstraktes. 




















cd 
— | | | | | 
Andere | ; Jodzahl 
‘Trocken- Neu- Chole-_ unver- — | der un- 
30} > | er iy me 
Nr. | Anmerkungen ‘substang/tralfett sterin og Fett- — 
| | | | ing | stanz 
| | | | 
42 | | 189,0 | 3,10 | 0,71 | 86,5 | 80,0 
3 | 1. Untersuchung | 1760 | 2,43 | 0,77 | 137 | 87,6 | 36,8 
‘4 | 2. . v.43.) 217,2 | 6,33 | 0,96 | 0,64 | 80,1 | 50,5 
5 | © 200,0 | 8,32 1,07 | 1,72 | 95,9 | 379 
46 | | 195,5 | 2,54, 0,95) 112 | 991 | 563 
47 | | 2395 | 3,06 | 0,87 0,87 |1140 | 47,5 


In der vorstehenden Tabelle finden sich zuniichst zwei 
hohe Zahlen fiir Neutralfett, naémlich bei den Proben 44 und 45. 
Diese Proben stammen von Pferden, welche zur Zeit der Blut- 
entnahme an Diarrhoe litten, wihrend bei den anderen Blut- 
proben, wo keine Diarrhoe festzustellen war, die Neutralfett- 
mengen nicht erhdht sind. Daf die Lipimie der Proben 44 
und 45 nicht als physiologisch zu deuten ist, liegt auf der 
Hand, da ja bekannterweise Diarrhoe eine schlechte Re- 
sorption der Niahrstoffe durch den Darm bedingt. Es macht 
den Eindruck, als ob die Ernahrung des Kérpers auf dem 
Wege der Resorption vom Verdauungstrakte aus gestort ist 
und der Organismus von seinem Korperbestande zehren muB 
und darum zuerst die Fettdepots angreift. Der Organismus 
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wirde sich also hier hauptséchlich auf Kosten seines KOrper- 
fettes erhalten, wihrend sonst die Kohlenhydrate der Nahrung 
seinen Bedarf an Niahrstoffen decken. 

DaB diese Lipaimie nicht auf dieselbe Stufe zu stellen ist, 
wie die Lipiimie bei der Brustseuche, beweist die Probe 47. 
Sie slammt von einem Pferde kurz vor dem Tode und zeigt 
doch keine Lipimie. 

Auffallend sind in der vorstehenden Tabelle die relativ 
hohen Zahlen fiir Cholesterin. Sie sind um so auffalliger, weil 
auch die Zahlen fiir «Andere unverseifbare Substanzen» im 
allgemeinen erheblich héher sind, als beim normalen Blute. 
Wollte man daher auch die Genauigkeit der Windausschen 
Digitonin-Methode fiir das Blut nicht anerkennen, so wiirden 
die hohen Werte fiir den unverseifbaren Riickstand (Chol- 
_esterin -+ Anderer unverseifbaren Substanzen) jedenfalls ihre 
Zuverliissigkeit beweisen. Fir mich besteht tibrigens_ kein 
Grund, die Genauigkeit der Digitoninmethode soweit anzu- 
zweifeln, daB sie dieses Beweises erst bediirfte. 

Der Umstand wurde deshalb besonders betont, weil die 
vorstehenden Cholesterinbefunde allem Anscheine nach im 
direkten Widerspruch stehen mit den Angaben Bacmeisters 
und Haves, die angeben, da der Cholesteringehalt des Blutes 
bei verminderter Nahrungsaufnahme abnimmt. Da Erkran- 
kungen des Darmkanals in der Regel eine Stérung der Ver- 
dauung und Resorption bedingen, so verursachen sie an sich 
schon eine verminderte Aufnahme von Nahrstoffen auch dann, 
wenn das Pferd Futter aufnimmt, und trotzdem enthalt das 
Blut relativ viel Cholesterin bezw. unverseifbaren Riickstand. 

Eine befriedigende Erklarung fiir diese hohen Zahlen zu 
geben, bin ich nicht imstande; doch liegt es nahe, an den 
Ubertritt von Gallenbestandteilen in das Blut zu denken, bezw. 
eine gestérte Ausscheidung von Cholesterin durch die Galle, 
vielleicht sogar an die Umwandlung der durch die Galle nicht 
ausgeschiedenen Gallenséiuren zu Cholesterin und diesem ver- 
wandten Stoffen. 

Unter den Jodzahlen der Fettsauren finden sich solche, 
welche der Jodzahl der Olsdiire nahe kommen (42, 43, 44). 








g 
x 
&; 














Uber das Fett des Blutes bei gesunden und kranken Pferden. 129 
Sie deuten, wie schon friiher auseinandergesetzt wurde, darauf, 
daB8 der Koérper von seinem eigenen Fette zehrt. Mit diesen 
Auseinandersetzungen stimmt auch iiberein, daf in den Proben 
43 und 44 die spiéter erhobene Zahl (Nr. 44) kleiner ist. Die 
beiden Tiere fressen auch, wie die Versuchsprotokolle anfiihren, 
schlecht. 

Die Proben 45 und 46 zeigen Jodzahlen, welche héher 
sind und zwischen den beziiglichen Zahlen der Olsiiure und 
des Haferdls liegen. Die Versuchsprotokolle besagen, dab diese 
beiden Tiere gut gefressen haben. Es wire also denkbar, da 
trotz der allgemeinen Verdauungsstérungen doch etwas von 
dem leicht verdaulichen Fette des Hafers resorbiert wurde 
und seinen Einflu{B auf die Jodzahlen der Fettsiuren des Blutes 
ausuibte. Diese Vermutung steht bei Nr. 45 nicht im Wider- 
spruche mit der friiher gegebenen Deutung der Lipamie in 
diesem Falle, denn sie griindet sich auf eine mangelhafte Ver- 
dauung und Resorption der Kohlenhydrate, wahrend hier von 
einer Resorption des leicht verdaulichen Haferfettes die Rede 
ist, welche trotz der gestérten Kohlenhydratverarbeitung denk- 
bar ware. 

Die Probe 47 endlich, bei welcher eine die Jodzahl der 
Fettsauren des Haferdls tibersteigende Jodzahl gefunden wurde, 
bezieht sich auf ein Tier mit raschem Krankheitsverlaufe vor 
dem Tode, bei welchem naturgeméf die allgemein patholo- 
gischen Verhiltnisse nicht rasch tiberblickt werden kénnen. 

















Tetanus. 
~ Pee i 
| | Andere | 'Jodzahl 
Semin Neu- |Chole-| unver- — ‘des un- 
Ny ne . | seifbare | er verseif- 
Nr. Anmerkung suetenme sane sterin Sub- | Fett- | baren 
| ing | ing | ing | stanz | gauren | Riick- 
| | ing | 'standes 
| | oes 
48 | 230,8 | 3,78 | 1.04} 0,76 90,9 | 33,3 
| | 
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Es ist natiirlich nicht angebracht, aus einem einzigen 
Falle bindende Schliisse anf den Chemismus beim Tetanus zu 
ziehen. Ich will daher den Befund nur kurz diskutieren. Die 
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hohe Zahl fiir Trockensubstanz beweist eine Eindickung des 
Blutes, welche durch die gesteigerte Schweifsekretion leicht 
erklart werden kann. Lipémie ist nicht vorhanden. Die Jod- 
zahl der Fettséiuren liegt in normalen Grenzen und steht viel- 
leicht zufallig der Jodzahl der Olsdure sehr nahe. Auffallig 
ist der relativ hohe Gehalt an Cholesterin und «<Anderer un- 
verseifbaren Substanzen>. 

Wenn ich nun zum Schlusse noch auf die eingangs 
gestellte allgemeine Frage zuriickkomme, ob die fettartigen 
Substanzen des Blutes kranker Pferde Unterschiede zeigen 
gegeniiber jenen gesunder Tiere, so kann diese Frage auf Grund 
vorstehender Untersuchungsresultate nur bejaht werden. Es 
kann auch gesagt werden, daB die Art und der Grund vor- 
stehender Unterschiede, wenn man sie gerade auch nicht 
spezifisch fiir die einzelnen Krankheiten nennen kann, doch 
mit den der Krankheit eigentiimlichen Verinderungen im or- 
ganischen Zusammenhange stehen und daf verschiedene Krank- 
heiten auch verschiedene Verdnderungen in den Fettsubstanzen 
hervorrufen und zwar auch Krankheiten, welche man nicht als 
Stoffwechselkrankheiten zu bezeichnen pflegt. 
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Die Bestimmung der Eigenreduktion und der Dextrose im Urin 
mit alkalischer Glycerinkupferlésung. 


Von 


H. Ruoss (Ludwigsburg-Stuttgart). 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1917.) 


Die Bestimmung der Dextrose im Urin mit alkalischer 
Kupferlésung falit ungenau aus: 

1. da das Ende des Titrierens sich nicht scharf fest- 
stellen laBt; 

2. da neben der Dextrose das Kreatin, Kreatinin, die 
Harnsiure und die Glykuronsiureverbindungen die Kupfer- 
lésung reduzieren.') 

Wahrend bei urinfreien Zuckerlésungen das Ende des 
Titrierens durch ein kupferfreies Filtrat gekennzeichnet ist 
und damit durch Ansiiuern und Versetzen mit Ferrocyankalium 
scharf bestimmbar wird, erhalt man bei urinhaltigen Zucker- 
lésungen im allgemeinen kein kupferfreies Filtrat.2) Die ent- 
stehenden Cuproverbindungen scheiden sich eben nicht mehr 
vollstiindig in unldslicher Form aus und kénnen nicht mehr 
durch Filtrieren von der Fliissigkeit getrennt werden; auch 
geht die Entfarbung der Fehlingschen Lésung nicht mehr 
so vor sich, dai das Blau der Fliissigkeit verschwindet, viel- 
mehr geht das Blau in Griin, Gelb, Orange, Rot iiber, und 
man mu6 sich mit einer grofer Subjektivitat Raum gebenden 
Schitzung begniigen, um den Ubergang der griinen Farbe in 
die gelbe feststellen zu kénnen. 


') Neubauer-Huppert, Harnanalyse, 5. 302, 658, 664, 1027, 
Bd. | (1913). 

?) Soxhlet, Journ. f. prakt. Chem., N. F., Bd. 21; Lassar-Cohn, 
Praxis der Harn-Analyse, 4. Aufl., S. 57 u. 87 (1909). 
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Aus diesem Grunde erfordert die Urinuntersuchung aut 
Zucker mancherlei Ubung, ohne die nur zu leicht Trugschliisse 
vorkommen; so sagt Lassar-Cohn: Es ist auBerordent- 
lich schwierig, den Endpunkt der Reaktion im Harn zu er- 
kennen. Mit voller Sicherheit vermégen es eigentlich nur die, 
welche sich andauernd mit Zuckertitrieren nach dieser Methode 
beschiftigen. 

Daf iibrigens der Endpunkt der Reaktion nicht genau 
feststellbar ist, bestatigen W. Miller (Pfliigers Archiv Bd. 33, 
S. 211—213) und Salkowski (Diese Zeitschr., Bd. 17, 
S. 237). 

Ich werde nun im folgenden zeigen: 

1. wie das von mir in der Zeitschrift fiir analytische 
Chemie 1917 ver6ffentlichte Titrierverfahren sich betraicht- 
lich vereinfachen lat durch Einfiihrung einer alkalischen 
Glycerinkupferlédsung und durch Verwendung von immer gleich 
grofen Volumen Harnfliissigkeit statt gleicher Volumen Kupfer- 
lésung beim Titrieren und dafi damit mit aller Scharfe und 
in sehr kurzer Zeit die Eigenreduktion und die Dextrose des 
Harns von Ungetibten bestimmt werden kann; 

2. wie Eigenreduktion und spezifisches Gewicht der Urine 
mathematisch zusammenhdngen. 

Der zweite Teil unserer Abhandlung beschaftigt sich mit 
der Entfernung der N-Substanzen nach der Patein-Dufau- 
Methode.') Es wird hier gezeigt, daB auf das Pfliiger-Boh- 
landsche Tastverfahren?) zur Bestimmung der zur Fallung 
der N-Substanzen notwendigen Merkurinitratmenge ganz ver- 
zichtet werden kann, indem man eine weit staérkere Merkuri- 
ldsung beniitzt als Patein-Dufau; daB auch das fortwahrende 
Priifen mit Lackmuspapier nach dem tropfenweisen Zusatz von 
NaOH wegfallen kann. Eine besondere Vereinfachung gegen- 
iiber dem von Schéndorff*) angewandten Verfahren glaube 
ich dadurch erreicht zu haben, dali das stundenlange Aus- 





‘) Joun. de pharmacie et chimie, 6. Serie, Bd. 15, S. 221 (1902) und 
Bd. 17, S. 5 (1903). 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 38, 8. 573. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 121, S. 593 (1908). 
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waschen des Riickstandes, und daB das ein bis zwei Tage 
erfordernde Einengen des Filtrates') unterbleiben kann, wenn 
man durch mathematische Betrachtung das Volumen des Riick- 
standes (Paste) bestimmt. 

Die Fehling-Soxhletsche Methode beniitzt als MaB fiir 
den Zucker diejenige Menge Urin, welche z. B. 10 cem Feh- 
ling zu reduzieren imstande ist; ist diese Menge 5 ccm resp. 
500 cem, so enthdlt der Urin 1°/o resp. 0,01°/o Zucker, wenn 
1 cem Fehling 5 mg Zucker anzeigt. Die gemessenen ccm 
und die gesuchten Prozente stehen also im umgekehrten Ver- 
hiltnis, ein fiir Messungen ungutes Verhiltnis; dazu tritt noch, 
daB die Fehlingsche Loésung und nach Soxhlet auch die 
alkalische Seignetteldsung sich schon nach 24 Stunden zer- 
setzen, also stets frisch hergestellt werden miissen. 

Ich beniitze folgende 3 Lésungen A, B, C, zu deren 
Ofterer Herstellung man am einfachsten verwendet: 

a) Natronlauge: 1 Teil Natrium hydricum purum alc. 
dep. + 2 Teile Wasser (D 1,357). 

Kleine, braune Flocken, die sich am Boden absetzen, 
riihren von unvermeidlichen Verunreinigungen her. 

b) Salzlésung: 1 Teil Natrium chloratum puriss. +3 Teile 
Wasser. 

Die Lésung erfolgt durch haufiges Schiitteln in der Kalte 
oder durch 2 Minuten langes Kochen. 

c) Kaliumsulfocyanatloésung: 30 g KCyS in 100 ccm. 
Die hieraus hergestellten Fliissigkeiten sind: 

A. 3,464 g CuSO - 5 aq. + 15 com Glycerin +- 10 g NaOH 
+ 1,5 g KCyS + ca. 15 g NaCl in 100 ccm. 

Herstellung: 3,464 g Kupfersulfat werden in einen 
100 cem-Kolben gebracht und durch Zusatz von ca. 10 ccm 
Wasser unter Erwarmen geldst, sodann yollstiindig abgekiihlt. 
Nun fiigt man 15 cem Glycerin (bidestillatum puriss.) und dann 
22 ccm der Natronlauge a zu. Man kiihlt ab und setzt 5 ccm 
von c bei; schlieSlich fillt man mit b auf 100 ccm auf. 


') Unser Filtrat enthalt den Urin in der Verdiinnung 1 Vol. = 2 Vol. 
Zum Nachweis von 0,01 °%o und mehr ist in dem stickstofffreien Filtrat ein 
Einengen nicht mehr erforderlich. 
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Es ist ganz wesentlich, daB die Bestandteile der Losung 
kalt gemischt werden; wiirde man die 2 ersten kochen, so 
erhielte man eine iuferst leicht zersetzbare Losung A, die 
nach wenigen Tagen rotes Cu,O ausscheiden wirde. Flocken 
am Boden der alkalischen Kupferlésung sind kein Zeichen 
von Zersetzung. Durch Glaswolle filtriert und ausgewaschen, 
besitzen sie schmutzig gelbe Farbe und sind identisch mit den 
Flocken, die sich in jeder Natronlauge finden, mag sie che- 
misch rein sein oder nicht. 

B. Acidum aceticum dilutum mit NaCl. 

Zu 100 cem offiz. Essigsiure (D 1,041) fiigt man ca. 10g 
NaCl und lést durch Schiitteln. Die Lésung kommt in ein 
Tropfenglas und wird gut verschlossen, damit sie an Starke 
nicht durch Verriechen verliert. 

C. Ferrocyankaliumlésung: 100 ccm Wasser -++ ca. 5 g 
Ferrocyankalium. Die im folgenden angegebenen Tropfen 
von B k6nnen beliebig vermehrt werden, sie miissen eben 
hinreichen, um das Kupferoxydul zu lésen. Auch die Tropfen 
von C diirfen beliebig vermehrt werden. 

Die Lésung A ist haltbar, sie scheidet kein ziegelrotes 
Cu,O aus; auch enthiilt sie keine léslichen Cuproverbindungen: 
denn 1 Vol. derselben + 1 Vol. Wasser -++ 2 Vol. B. gibt bei 
einer frischbereiteten L6sung nach dem Verschwinden der Luft- 
und Kohlensiureblaschen eine klare Fliissigkeit, bei einer 
1 Jahr alten, vor Licht geschiitzten Losung, eine kaum wahr- 
nehmbare Triibung, die das Titrieren mit der alten Lésung 
nicht beeintriichtigt. 

Das NaCl bei A und B dient zum Lésen des Cu,O in 
Essigsiiure, das KCyS in A zur Uberfiihrung des gelésten Cu,O 
in weibes CuCyS. Von Wichtigkeit fiir das Titrieren ist der 
Nachweis kleiner Mengen von Cupriionen, den folgender Ver- 
such veranschaulicht. 

Verdiinnt man A, so daf 1 Vol. = 500 Vol. oder 1000 Vol., 
so sind in dieser Verdiinnung die Cupriionen nicht mehr an 
ihrer blauen Farbe zu erkennen. Man nimmt von dieser L6- 
sung 10 cem und setzt 3 Tropfen Glycerin und 3 Tropfen offiz. 
Natronlauge (D 1,17) zu — diese 2 Zusiétze nur, damit durch 
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3 Minuten langes Kochen keine Ausscheidung von Kupferoxyd 
erfolgt —. Die Mischung sauert man mit einigen Tropfen 
Essigsiure B an und gibt einen Tropfen von C hinzu. Jetzt 
erhalt man eine rosarote Fiarbung, von gleicher Starke, wie 
wenn man die Mischung zuvor kocht, dann ansauert und ab- 
kiihlt und nunmehr einen Tropfen C hinzufiigt. Das Abkiihlen 
— etwa 15sekundenlanges oder langeres Einstellen in kaltes 
Wasser — hat den Zweck, die Zersetzung des Ferrocyan- 
kaliums in der siedend heifen Fliissigkeit zu verhindern, eine 
Zersetzung, die sich durch blaue Firbung offenbaren wiirde. 

Die rotbraune Fiirbung ist auch dann von gleicher Stirke, 
wenn man nach dem Ansduern aufkocht. Die etwaige Bildung 
von Cu(CyS), spielt also gar keine Rolle. 

Man sieht daraus, daf unser Nachweis der Cupriionen 
weit schirfer ist als derjenige von Bang und Benedict (Bang, 
Biochem. Zeitschrift Bd. 11, 5. 538 (1908); diese Zeitschrift, 
Bd. 63, S. 443 (1909); Benedict, Journal of Biol. Chem., Bd. III 
S. 101, Bd. IX 5. 57). 

Diese nehmen an, dah mit dem Verschwinden der blauen 
Farbe auch die Cupriionen verschwunden sind. 


Urine mit 1 bis 0,1°%/o Zucker. 


Diese brauchen zur Bestimmung des Zuckers nicht ver- 
diinnt zu werden. 

Verwendet man zum Titrieren immer 5 ccm Urin, s0 
sind zur Bestimmung der Zehntel-Prozente folgende Titrie- 
rungen denkbar: 


EEE 
woe 
| | Kupfer- | Essig- | 








Urin lésung A! sdiure B | Ferrocyank. € 
| ccm ccm ccm | 
1 °% Zucker erfordert | 5 | 10 10 | 3 Tropf. od. mehr 
0,9 %/o » > ) gy g | 3 > > > 
| | | 
08%  » > | 5 8 | § i8 » » 


0,1 °%/o > - 5 | 1 1 | 3 » | > > 
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Die Essigsaure soll auf einmal gleich nach dem Kochen 
zugesetzt werden, erfolgt ihr Zusatz in Tropfen, so schwenkt 
man erst um, wenn alle Tropfen zugesetzt sind. Das Eiweif 
aus eiweifhaltigen Urinen braucht nicht entfernt zu werden. 

Das Titrieren erlautert folgendes Beispiel. Man titrierte 
fir 0,4°/o, nahm also 5 ccm Urin in einen kleinen Erlen- 
meyer-Kolben (fiir 25 ccm oder 50 ccin), fiigte 4 ccm A aus 
einer Biirette zu, kochte lebhaft ca. 15 Sekunden (Zahlen auf 15). 
Abseits vom Feuer setzte man sofort aus einer 2. Biirette oder 
einer Mebpipette 4 ccm (oder mehr) von B hinzu, oder aber 
aus einem Tropfenglas 80 Tropfen (oder mehr) von B. Nun 
schwenkte man um. Nach ca. 15 Sekunden der Ruhe war 
die Fliissigkeit tiber dem Niederschlag nahezu weifi und nach 
nochmaligem Umschwenken weil. Nun fiigte man 3 Tropfen 
C hinzu. Es trat Farbenumschlag von schénem Blau in rot- 
braun ein. Der Zuckergehalt war also kleiner als 0,4°/o. Man 
titrierte also nunmehr fiir weniger, némlich fiir 0,2°/o; nahm 
also 5 cem Urin, 2 cem A, 40 Tropfen B, 3 Tropfen C. Es 
trat kein Farbenumschlag ein; der Zuckergehalt war also 
groBer als 0,2°/o. Man titrierte also fiir 0,3°/o; nahm 5 ccm 
Urin, 3 cem A, 60 Tropfen B, 3 Tropfen C; es trat Farben- 
umschlag ein. Der Zuckergehalt war also 0,2 bis 0,3°/o. 


Bestimmung der Hundertstel-Prozente. 


Man titrierte fiir 0,24°/o; nahm also 5 ccm Urin, 2,4 ecm 
von A, ca. 48 Tropfen B und 3 Tropfen C, man erhielt keinen 
Farbenumschlag; also war mehr als 0,24°/o Zucker vorhanden. 
Das Titrieren fiir 0,25°/o gab Farbenumschlag, also war der 
Zuckergehalt 0,24 bis 0,25°/o, oder 0,245°/o. 

Das Verfahren gleicht ganz und gar demjenigen, das man 
anwendet, um das Gewicht eines Kérpers zu bestimmen, von dem 
man weif, dai er zwischen 0 und 10 g wiegt. Hier legt man 
> g auf die eine Wagschale, ist es zu viel (Farbenumschlag nach 
rotbraun), so nimmt man weniger Gramme, ist es zu wenig, 
so nimmt man mehr Gramme (kein Farbenumschlag); sind 
die Gramme bestimmt, so ermittelt man analog die Zentigramme. 























HEFL T aca 











Die Bestimmung der Eigenreduktion und der Dextrose im Urin usw. 137 


Der mit dem Wagen Vertraute wird schneller zum Ziele gelangen 
als der wenig Geiibte, beide aber gleiches Resultat erlangen. 
In 10 Minuten wird man im allgemeinen, wenn alles 
vorbereitet ist, die Bestimmung des Zuckers auf Hundertstel- 
Prozente vollifiihren kénnen. 
Sollen auch die Tausendstel bestimmt werden, so arbeitet 
man mit viermal so grofen Fliissigkeitsmassen, verwendet also 


je 20 cem Urin. 


Bestimmung der Prozente von 0,1 bis 0,01°%o. 


Diese Bestimmung wird selten notwendig, da die Urine 
an sich schon meist ein Reduktionsvermégen besitzen, das 
erdBer ist als dasjenige einer 0,1°/oigen Zuckerlésung. 

Es sind folgende Titrierungen denkbar: 














Rarer. acer 
Urin A | B C 
ccm ccm | Tr. Tr. 
0,1 Jo Zucker erfordert 5 1 | 20 | ca3 
0,09%Jo >» ; 5 09 | 18 : 8 
0,08% » . 5 0,8 16 : 3 
0,01% >» . ® 1-@@ b+ @-1°4 





Es ist fiir diese niedrigen Prozente notwendig, da’ man 
die 5 ccm Urin mit 3 Tropfen der F'iissigkeit 

E. 1 Vol. offiz. Natronlauge +- 1 Vol. Glycerin versetzt 
und zwar vor dem Zusatz der Kupferlésung, und daB man dem- 
entsprechend die angegebenen Sauremengen um 3 oder mehr 
Tropfen vermehrt. Sollen die 0,1 bis 1 ccm Kupferlésung A 
scharf abgemessen werden, so entnimmt man sie nicht einer 
Biirette, sondern einer MeB8pipette fiir 1 ccm, bei der 0,1 ccm 
noch einer Rohrlange von ca. 2 cm entsprechen. 

Die Urine enthalten schon an sich Substanzen, welche 
die Lisung des Cu,O in Essigséiure beférdern. Bei anderen 
zuckerhaltigen Fliissigkeiten setzt man den 5 ccm, die jede Ti- 
trierung erfordert, ca. 1 g festes Chlornatrium zu, eine Menge, 
die man sich am Reagenzglas merken kann, in welchem man das 
Titrieren vornimmt; oder aber man gibt z. B. 45 ccm Zucker- 
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fliissigkeit in einen Mefkolben von 50 ccm, setzt ca. 10 g 
Chlornatrium zu, fiillt bis zur Marke mit Wasser nach und 
lést durch Schiitteln. Ist das Chlornatrium feinkérnig, so er- 
folgt die L6sung durch Schiitteln schon innerhalb einer Minute. 
Man fiillt dann wieder bis zur Marke auf und hat jetzt mit 
einer Verdiinnung 9 Vol. = 10 Vol. zu rechnen. 

Die zuckerhaltigen Urine bediirfen im allgemeinen eines 
Chlornatriumzusatzes nur bei notwendig werdender Verdiinnung, 
und man kann dann beim Verdiinnen das Chlornatrium ein- 
verleiben. 

Nimmt man statt der Essigséiure Salzsiiure 3,5 bis 4 
normal, so ist der Chlornatriumzusatz nicht erforderlich, das 
Cu,0 lést sich dann besonders leicht; stérend wirkt dann aber 
bei Harnen die r6tliche oder manchmal auch violette Farbe, 
welche die Salzsiure mit den Harnen hervorruft. 

Beniitzt man die 2 folgenden Pipetten, so wird die Zucker- 
bestimmung sehr einfach, man braucht dann keine Biretten und 
sehr wenig Zucker- oder Urinfliissigkeit. Eine Bestimmung auf 
die Hundertstel der Prozente erfordert etwa 5 Minuten, auch sind 
die Prozente direkt ablesbar. Das 15 Sekunden lange lebhafte 
Kochen der Mischung von Urinlésung und alkalischer Kupferl6sung 
geschieht, um unangenehmes Herausschleudern der Flissigkeit 
zu vermeiden, unter Zusatz von groben Kérnern Quarz oder Glas- 
sand (1 kg bei Merck 60 Pfennig) in gewohnlichen kleinen Rea- 
genzglasern, im allgemeinen Linge 130 mm, Weite 13 mm, und 
wenn diese zum Kochen zu klein, so wird ihr Inhalt in ein 
groBeres Reagenzglas ohne Nachspiilen gegeben und dort erhitzt. 


Mefpipette K fiir Kupferlédsung A mit Angabe von 
Zuckerprozenten. 

Von unten aus ist an ihr eingedtzt 0; 0,1°/o; 0,2°/o; 
0,3°/o; 0,4°/o. Hier befindet sich auch der Buchstabe H; sodann 
0,5°/o; 0,6°/0; 0,7°/0; 0,8%0; 0,9°/o, 19/0 Zucker. 

Das Volumen zwischen 2 dieser Zahlen betragt je !/2 ccm 
und ist noch in je 10 gleiche Teile geteilt, so daB die Hun- 
dertstel-Prozente direkt abgelesen werden k6nnen. Ist z. B. 
die Kupfermenge fiir 0,3°/o Zucker mittels der Pipette K zu 
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entnehmen, so ist dies die Menge der LOsung A vom unteren 
letzten Teilstrich der Pipette bis zum Teilstrich 0,3°/o. 


Vollipipette U fiir 2!/2 ccm Zuckerlésung. 


Sie tragt fiir die etwa notwendig werdende Verdiinnung 
der Zuckerlosung die Buchstaben c, b, a, U, von unten bis U 


‘ 2.5 
resp. a; resp. b; resp. e sind die Volumen 2,5 ccm, ~> ccm, 


= 


_ ecm, ccm. Beide Pipetten liefert Dr. Karl Goercki, 
Hannover, Klagesmarkt. (Preis vor dem Kriege 50 u. 80 Pf.) 
Die mdéglichen Titrierungen gibt jetzt folgende Tabelle: 














. Kupfer- |g. = . 
| Urin lésung Saure | Ferrocyank. 
| ecm 9 | Th Tr. 
1 °%%o Zucker erfordert | 21/2 | fiir 1 | 100 | 1—3 
0,9 %o » > | 2/2 | >» 09 | 90 1i—3 
0,8 Jo > > | Me | » O08 | 80 | 1—3 
2 | 3 
0,1 %e >» > | 22 ; » Of | 10 | 1—3 
0,09%Jo >» > | ate | > 0,09 | Q { 
0.08 %9 > > | 2 ‘/g | > 0,08 | 8 1 
001% >» » | Oe | > eopl 1 i 


Bei 0,1 bis 0,01°/o ist den 21/2 cem 1 bis 2 Tropfen von 
E zuzusetzen und dementsprechend die Saiure um 1 bis 2 oder 
mehr Tropfen zu vermehren. Die Saéuremenge darf beliebig 
groB genommen werden, sie muf eben, wie schon oben ge- 
sagt, hinreichen, um das Cu,O zu lésen. Das Titrieren fir 
0,3°/o Zucker geschieht z. B. folgendermafen: mit der Pipette U 
gibt man 2!/2 cem Urin in ein Reagenzglas, fiigt einige Quarz- 
kérner zu und sodann die Kupfermenge fiir 0,3°/o mit der 
Pipette K. Man kocht ca. 15 Sekunden oder mehr, setzt dann 
30 Tropfen Saéure zu und nach dem Umschwenken 1—3 Tropfen 
Ferrocyankalium. Bei Farbenumschlag ist der Zuckergehalt 
kleiner als 0,3°/o, andernfalls grdfer. 
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Verdiinnung auf weniger als 1°/o Zucker. 

1 Vol. = 10 Vol., resp. 1 Vol. = 5 Vol., resp. 1 Vol. = 2 Vol. 

Ist der Zucker in groBem Uberschu8 vorhanden, so kann 
bei der Reduktion der Kupferlésung Geruch nach angebranntem 
Zucker, Kohle, ja sogar metallisches Kupfer entstehen; ist die 
Kupferlisung in groBem Uberschu8 vorhanden, so geniigt eine 
Kochzeit von 15 Sekunden nicht zur voilsténdigen Reduktion; 
fiir unser Titrieren ist dies alles nebenséchlich, denn bei der 
letzten mafgebenden Titrierung hat man es mit keinem Uber- 
schuf von Zucker mehr zu tun. 

Uber die vorzunehmenden Verdiinnungen geben die 
folgenden Titrierungen AufschluB. 

1. Mit der Pipette K gibt man die Kupferfliissigkeit fiir 
0,4°/o, d. h. von unten bis zum Buchstaben H, in ein Reagenz- 
glas, fiigt mit der Pipette U die Urinmenge von unten bis c 
bei, gibt 2 Messerspitzen festes Chlornatrium (ca. 0,2 g) hinzu 
und kocht 15 Sekunden. Nun setzt man sofort 40 Tropfen 
Saure hinzu und schwenkt um. Nach einigen Sekunden erhilt 
man eine weibe Fliissigkeit tiber grauem Niederschlag. Gibt 
man jetzt einige Tropfen C hinzu und erfolgt kein Farben- 
umschlag, so liegt die Zuckermenge zwischen 4°/o und 10°/o, 
es ist dann zu verdiinnen 1 Vol. = 10 Vol., und die verdiinnte 
Losung besitzt jetzt einen Zuckergehalt von 0,4 bis 1°/o. 

Tritt aber Farbenumschlag ein, so hat man zu nehmen: 

2. Kupferlésung fiir 0,4°/o bis H ++ Urinlésung bis b 
+ 2 Messerspitzen Chlornatrium -+ 40 Tropfen Saure -+- Tropfen 
von C, 

Erfolgt kein Farbenumschlag, so liegt der Zucker zwischen 
4°/o und 1,6°/o und es ist dann zu verdiinnen 1 Vol. = 5 Vol., 
und die verdiinnte Lésung besitzt 0,8—0,32°/o Zucker. 

Tritt aber Farbenumschlag auf, so hat man zu nehmen: 

3. Kupferlésung fiir 0,4 ccm bis H + Urinmengen von 
unten bis a +- 1 Messerspitze Chlornatrium ++ 40 Tropfen Saéure 
+ Tropfen von C. 

Erfolgt kein Farbenumschlag, so ist 1,6 bis 0,8°/o Zucker 
vorhanden, und es ist zu verdiinnen 1 Vol. = 2 Vol. Die ver- 
diinnte Zuckerlésung hat dann 0,8 bis 0,4°/o Zucker. 
































Die Bestimmung der Eigenreduktion und der Dextrose im Urinusw. 141 


Erfolgt aber Farbenumschlag, so ist nicht zu verdiinnen. 

Die Lésung des Cu,O in Essigsaéure beim verdiinnten Urin 
erfurdert einen Zusatz von 20°/o Chlornatrium. Das Einbringen 
des Chlornatriums z. B. bei der Verdiinnung 1 Vol. = 10 Vol. 
erfolgt folgendermafen: 10 ccm Urin +- ca. 20 g Chlornatrium 
werden mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt. Die Lésung des 
Chlornatriums vollzieht man in der Kalte durch Schiitteln. 

Der praktische Arzt, der sich mit der Methode der vor- 
stehenden Zuckerbestimmung vertraut machen will, stelle sich 
eine 1°/oige Dextroselésung her: 1 g Traubenzucker lést man 
in Wasser, setzt 3 Tropfen Acidum carbolicum liquefactum zu 
und verdiinnt auf 100 cem. Diese Lésung ist jabrelang haltbar, 
oder man verschafft sich Staérkezucker (100 g ca. 10 Pfennig). 
Der letztere stellt eine kompakte, weiche Masse dar. 

Nimmt man jetzt 2!/2 cem Urin eines Gesunden, fiigt 
Kupferlésung fiir 0,3°/o zu, kocht 15 Sekunden, setzt 30 Tropfen 
Sdéure und nach dem Umschwenken Tropfen von Ferrocyan- 
kalium zu, so erfolgt immer Farbenumschlag von weif in rot- 
braun. Nimmt man aber 2!/2 cem Urin-- 20 Tropfen der 1°/oigen 
Zuckerlésung und verfaihrt wie vorhin (A fiir 0,3°/o, 30 Trop- 
fen B, Tropfen von C), so erfolgt kein Farbenumschlag. Statt 
der 20 Tropfen kann man auch ein entsprechend kleines Stiick- 
chen des Stirkezuckers nehmen. 

Der Farbenumschlag zeigt sich auch recht deutlich in der 
Farbe des auftretenden Niederschlags. 


Entfernung des Zuckers durch Garung, Eigenreduktion 
und wahrer Zuckergehalt. 


Bei der arztlichen Zuckerbestimmung handelt es sich nur 
um Traubenzucker. Die Bestimmung der Isomaltose, des Harn- 
dextrins und der Lactose neben dem Traubenzucker, die Rein- 
kulturen von Hefe (Saccharomyces Kefir und Torula monosa) 
erfordert, scheidet hier aus. Da diese Reinkulturen erst auf 
Agarbéden geziichtet werden miissen und schwer zu beschaffen 
sind, so wird die PreBhefe sich nicht verdriingen lassen. 

Milchzucker kommt nur voriibergehend bei sdéugenden 
Frauen vor. Traubenzucker findet sich in kleinen Mengen, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 10 
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bis zu héchstens 0,1°/o1) und héchstens 0,62 g?) pro die im Harn 
Gesunder; bei Diabetes betragt der Traubenzucker bis zu 10°/o. 
Ist der Zucker so gering, dafB er mit den gewOhnlichen Me- 
thoden (Polarisation, Gaérungssaccharometer, Nylandersche, 
Trommersche Probe, Worm-Miillersche Probe) nicht mehr 
nachgewiesen werden hann, so bezeichnet man ihn wohl auch 
als zuckerfrei; als véllig zuckerfrei ist aber nur der 
durch Girung zuckerfrei gemachte Urin anzusehen. 

Wie meist iiblich, lassen wir mit 10°/o Hefe bei 34 
bis 36° C. vergiren; die zum Vergiren notwendige Zeit 
wichst unter solechen Umstaénden mit dem Zuckergehalt, und 
da Harne mit mehr als 1°/o Zucker auf weniger als 1°/o durch 
Verdiinnen zu bringen sind, so interessiert uns nur die Garung 
einer 1°%/oigen Zuckerldsung. Victorow (Pfl. Arch. 1907, 
Bd. 118 Seite 583 bis 600) hat nachgewiesen, daf unter den 
genannten Umstiinden eine 1°/oige reine Zuckerldsung nach 
2 Stunden Garung nur noch Spuren von Zucker aufweist (die 
Worm-Miillersche Probe zeigte sich erst 24 Stunden nach 
ihrer Anstellung als positiv), daf aber zuckerhaltige Urine noch 
weit schneller vergiiren, vermége der Nihrstoffe, welche die 
Hefe im Harne antrifft. Nach 6 Stunden waren zum Beispiel 
die Harne mit 10°/o Zucker schon vollstandig vergoren, wiéh- 
rend eine 10°/oige reine Zuckerlésung mehr als die dreifache 
Zeit, naimlich 20 Stunden erforderte. 

Versuche tiber einstitindige Girung bei reinen Zucker- 
lésungen und tier 1-, 2-, 3-, 4-, Sstiindige Garung bei zucker- 
haltigen Urinen liegen aber von Victorow nicht vor. Da 
quantitative Versuche tiber den nach einer bestimmten Girzeit 
noch vorhandenen Zucker auch nicht vorhanden sind, so stellte 
ich mir die Aufgabe, die nach einstiindiger Garung noch vor- 


') Schéndorff, Pfliigers Arch. d. g. Physiol., Bd. 121, S. 572 (1908). 

?) Worm-Miiller, Pfliigers Arch. d. g. Physiol., Bd. 33, S. 212. — 
Quinguaud, C. r. de la Soc. biol., Bd. 14, S. 349. Nach Nagasaki 
(Diese Zeitschr., Bd. 95 [1915]) héchstens 0,054°/o und héchstens 0,450 g 
pro die; nach W. Miiller 0,01—0,05 °/o, Pfliigers Archiv, Bd. 33, S. 212; 
nach Gréhant 0,20—0,48 g pro die C. r., Bd. 106, S. 1249; nach Hilding- 
Lavesson, Biochem. Zeitschr., Bd. 4, S. 40 (1907); 0,031—0,040 °/o. 
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handene Zuckermenge zu bestimmen fiir eine urspriinglich 
1°/oige reine Zuckerlosung. 

a) 150 ccm Wasser wurden mit 15 g Hefe verrieben und 
in ein Kélbchen gebracht. 

b) 100 ccm Zuckerlésung mit 1 g Zucker wurden eben- 
falls mit 10 g Hefe verrieben und in ein K6élbchen gebracht. 

Nun wurden a und b in ein Metallgefafi gestellt, das ca. 
3 1 Wasser von 34 bis 36° C. enthielt, und das mit der kleinen 
Flamme am Fufe des Bunsenbrenners nach Abschrauben des 
Rohres auf dieser Temperatur erhalten wurde. Genau nach 
einer Stunde wurden die Fliissigkeiten in den Kélbchen auf 3° 
abgekiihlt und filtriert. Bei der Filtration bediente ich mich der 
Kieselgur (1 kg geschlemmt ca. 40 Pfennig), welche Lassar- 
Cohn in seiner Praxis der Harnuntersuchungen zur Untersuchung 
triiber Urine auf Eiweif empfiehlt, und mit der man imstande 
ist, aus dem tribsten Urin ein glanzhelles Filtrat zu gewinnen. 

c) 0,1 g Zucker ++ 10 g Chlornatrium wurden auf 100 ccm 
gebracht. 

d) 5 ccm Kupferlésung A wurden mit 30 Tropfen E ver- 
setzt und auf 50 ccm mit Wasser verdiinnt. 

Von 10 ccm der folgenden Fliissigkeiten wurde nun das 
Reduktionsvermégen bestimmt. 

I. 45 ccm des Filtrats a +- 2,5 ccm von c + 5 g Chlor- 
natrium verdiinnt auf 50 ccm. 10 cem hiervon reduzierten 
1,35 ccm von d. 

II. 2,5 cem von c-+-5g Chlornatrium verdiinnt auf 50 ccm. 

10 ccm dieser 0,005°/oigen Zuckerlésung reduzierten 
1 cem von d. 

Ill. 45 ccm des Filtrats von b + 5 g Chlornatrium auf 
90 ccm verdiinnt. 

10 ccm hiervon reduzierten 1,10 ccm von d. 

IV. Zur Probe: 45 cem des Filtrats a + 5 g Chlornatrium, 
verdiinnt auf 50ccm. 10cem hiervon reduzierten 0,35 cem von d. 

Beim Titrieren wurden die 10 ccm mit 6 Tropfen E ver- 
setzt, es wurde 30 Sekunden gekocht, mit Essigsaéure ange- 
sauert, ca. 30 Sekunden in kaltem Wasser abgekiihlt und nun 
1 Tropfen Ferrocyankalium zugefiigt. 

10* 
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Die 1,1 ccm und 1 cem in II und III lassen sofort er- 
kennen, dafs das Reduktionsvermégen nach der Girung kleiner 
als das einer 0,01°/oigen Zuckerlésung ist. 

Nun enthalt I, II[, [V die Filtrate von a und b in der 
Verdiinnung 45 = 50, d. h. 9 = 10. 

I minus II gibt somit: 9 ccm des Hefefiltrates a reduziert 
0,35 cem von d, was auch durch IV vollstandig bestatigt wird. 

III gibt: 9 cem des Filtrats der vergorenen Zuckerlésung 
reduzieren 1,10 ccm von d, hiervon entfallen auf die Hefe 
0,35 cem und der Rest 0,75 cem auf den noch vorhandenen Zucker. 

Beriicksichtigt man, daB 1 cem von d nach II 0,5 mg 
Dextrose anzeigt, so folgt: nach der Girung sind noch z = 
0,004°/o Zucker vorhanden und der Zusatz von 10°/o Hefe 
vermehrt fiir sich das Reduktionsvermégen um h = 0,002°/o 
auf 0,006°/o. Die Grodfe z kénnte man auf o bringen durch 
Erhéhung der Giarzeit, nicht aber die Gréfe h, so lange man 
10°/o Hefe verwendet; z-+-h schwankt also zwischen 0,006 
und 0,002. 

Zahlreiche ahnliche Analysen ergaben immer, daf nach 
einstiindiger Girung ein Reduktionsvermégen z -+h kleiner 
als 0,01°/o tbrigblieb, und da der zuckerhaltige Harn noch 
leichter vergirt als eine reine Zuckerliésung; so kann man beim 
Harn mit 1°/o Zucker bei einstiindiger Garung mit dem Mittel- 
wert z + h = 0,004°/o rechnen. Ist das durch Titrieren be- 
stimmte Reduktionsvermégen vor der Giérung R und nach der 
Garung r, so ist der Zuckergehalt des Harns 

105 
~ 400 " 

Zum Nachweis hierfiir dienen zunachst folgende theo- 
retische Ausfiihrungen: 

1. Um wieviel Kubikzentimeter vermehren sich 100 ccm 
Lésung mit 1 g Traubenzucker, wenn der Zucker vergoren und 
die Kohlenséure entfernt wird? 

Die theoretische chemische Zersetzungsgleichung liefert: 
1 g Dextrose gibt 0,49 g Kohlensaéure +- 0,51 g Alkohol. Nun 
wiegen 100 ccm Zuckerlésung mit 1 g Dextrose 100,38 g 
(Chemikerkalender Seite 299 I), nach Abzug der Kohlensaure 


R —z—h) Prozente. 
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verbleiben also noch 99,89 g Fliissigkeit mit 0,51 g Alkohol, 
d. h. eine Fliissigkeit mit 0,5106 Gewichtsprozenten Alkohol. 
Kine solche hat das spezifische Gewicht 0,997; die 99,89 g 
Fliissigkeit nehmen also einen Raum von 100,19 ccm ein, die 
gesuchte Vermehrung betragt somit 0,19 ccm. 

0,16 ccm ergibt sich, wenn man damit rechnet, da8 nach 
Jodelbauer!) 100 g Dextrose in Wirklichkeit 46,54 g Kohlen- 
siure + 48,67 g Alkohol + 3,71 g Glycerin ergeben, was aller- 
dings nach Jodelbauer voraussetzt, daf auf 1 g Zucker nicht 
mehr als !/2 g Hefe kommt, bei mehr Hefe ist die Kohlen- 
siuremenge etwas grdfer und das Mehr riihrt dann von 
Knospenbildung der Hefenzellen her. 

Analog findet man, daf 100 ccm Lésung mit 0,1 g Dex- 
trose sich um 0,02 ccm durch Garung vermehren. 

Bedenkt man, dai 100 ccm Wasser von 15° C. um 10° 
erwarmt eine Zunahme von 0,2 ccm erfahren, so ist ersicht- 
lich, da die Volumvermehrung durch Girung bei Zucker- 
ldsungen von QO bis 1°/o vernachléssigt werden kann. 

2. 100 ccm Losung mit p g Dextrose (p < 1) werden mit 
10 g Hefe vergoren. Die Lésung wird filtriert. Wieviel Ku- 
bikzentimeter Filtrat wiirde man erhalten, wenn das Wasser 
des Riickstandes vollstindig dem Filtrat einverleibt wiirde? 

Da die Hefe einen mittleren Wassergehalt von 50°/o hat, 
so hat man 105 ccm Fliissigkeit mit p g Dextrose, und da die 
Vermehrung durch Girung vernachlassigt werden kann, so ent- 
spricht die Garung einer Verdiinnung von 100 cem = 105 ccm 
und deshalb ist der Zuckergehalt vor der Giirung: 

oo i~s—hp <n Re sar fr — 06008) = R— — + 0,0042 Proz. 
05 

100 

von r im Maximum um 0,01°/o, denn es ist erfahrungsgemaB r 

im Maximum 0,2. Man kann also mit einem Fehler von 0,01°/o 

die Eigenreduktion auch gleich r und mit denselben Fehler 

grenzen den Zuckergehalt gleich (R—r) Prozente setzen, 


Die Eigenreduktion des Urins (r — 0,004) differiert 





') Neubauer-Huppert, Harnanalyse, S. 346. 
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wodurch sich die Rechnung etwas vereinfacht, allerdings auf 
Kosten der Genauigkeit. 

Die Eigenreduktion des Urins, das von Nichtdextrose, 
nimlich von Kreatinin, Kreatin, Harnséure usw. herrihrende 
Reduktionsvermégen kann also beim Urin mit weniger als 1°/o 
Zucker durch Titrieren schon nach einsttindiger Giérung be- 
stimmt werden. Diese Gérung nimmt man folgendermafen 
vor. 5g Prebhefe werden mit 50 ccm Urin verrieben — zeigt 
er alkalische Reaktion gegen rotes Lackmuspapier, so ist er 
mit Tropfen Essigséure neutral oder schwach sauer zu machen —, 
dann in ein Kélbchen gegeben, das durch einen Stopfen mit 
einer sehr engen durchgehenden Rohre verschlossen wird. 

In einem GefaB bringt man ca. 2 bis 3 1 Wasser auf 
38° C., in dieses Wasser stellt man das Kélbchen und deckt 
das Blechgefaéf gut zu. Nach einer Stunde ist die Temperatur 
auf etwa 30° gefallen. Man nimmt jetzt das Kélbchen heraus, 
fiigt zum schnellen Filtrieren ca. 1/2 g Kieselgur zu, schiittelt 
und bringt sofort den ganzen Inhalt auf ein entsprechend 
groBes Filter. Das noch etwas triibe Filtrat kann sofort zur 
chemischen Untersuchung beniitzt werden, sein Reduktions- 
vermogen ist immer gleich oder kleiner als 0,2°/o und kann 
in wenigen Minuten auf Hundertstel genau bestimmt werden. 
Will man eine gréBere Menge glanzhellen Filtrates, so gieBt 
man das zuerst triib Ablaufende aufs Filter zurtick; das Filtrat 
kann man mit ca. 2 Tropfen acid. carb. liquefact. versetzen, 
um es zu konservieren.’) 

Uber die GréBe der Eigenreduktion gehen die Angaben 
sehr auseinander, sie ist 

a) Mit Fehlingscher Lésung bestimmt nach Flickiger 
(Diese Zeitschr. Bd 9, S. 333, 1885) 0,15 bis 0,25°/o; nach 
Salkowski 0,38—0,939/o (Diese Zeitschr. Bd. 17, 5.237, 1892); 
nach Munk 0,15—0,47°/o (Virchows Archiv Bd. 105, S. 70, 
1886); nach W. Miiller bis 0,3°/o (Pfl. Arch. Bd. 27, S. 110). 

b) Mit der Knappschen Loésung bestimmt, nach 
W. Miller 0,05—0,4°/o (Pfl. Arch. Bd. 33, 5. 211). 


!) Alkalische Urine lassen sich nur konservieren, wenn man sie 
zuvor neutral oder sauer macht. 
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c) Mit der Bangschen Lésung bestimmt nach Hilding- 
Lavesson (Bioch. Zeitschr. Bd. 4, 8. 40, 1907) 0,161—0,437 9/0. 

d) Mit der benedictschen Fliissigkeit bestimmt nach 
Nagasaki 0,070—0,310°/o (Diese Zeitschr. Bd. 95, 1915). 

DaB a, b, c, d verschiedene Werte liefern, ist erkliirlich, 
nicht aber, daf bei ein- und derselben Kupferlésung der Maximal- 
wert so sehr differiert. 

Uber die Schwierigkeit der Bestimmung der Eigenreduk- 
tion mit der Fehlingschen Lésung schreibt W. Miller: 

Die im Vorangehenden mitgeteilten Resultate von Titrie- 
rungen mittels der Knappschen Fliissigkeit zur Bestimmung 
der Kigenreduktion lassen sich indessen kaum in ihrer ganzen 
Ausdehnung auf die alkalische Kupferlésung iiberfiihren. Es 
diirfte vielmehr aller Wahrscheinlichkeit nach eine gewisse 
Abweichung sich geltend machen. Es wiirde daher von grofber 
Bedeutung gewesen sein, wenn man vergleichende Bestim- 
mungen mit der Fehlingschen Fliissigkeit hatte ausfiihren 
kénnen, aber weder der urspriingliche, noch der entfarbte 
Harn lassen sich nach dieser Methode direkt titrieren, da das 
Filtrat hier immer aufgeléstes Kupferoxyd enthiilt. 

Diese Schwierigkeiten fallen bei unserem Titrierverfahren 
weg, wir finden als maximale Eigenreduktion in der Fehling- 
schen L6ésung 0,20 °/o. 

Beispiel 1. Der Harn hatte vor der Girung das Re- 
duktionsvermégen 0,145°/o; nach der Géirung war das Reduk- 
tionsvermégen des Filtrats 0,120°/o, somit die Eigenreduktion 
0,12°/o und daher der Zuckergehalt 0,025°/o. 

Beispiel 2. Der Harn mubte verdiinnt werden; da seine 
Reduktion vor der Girung gr68er als 1°/o war. Die Verdiin- 
nung war 1 Vol. = 2 Vol. Der verdiinnte Harn hatte das Re- 
duktionsvermégen 0,76°/o: er lieferte mit 10°/o Hefe bei 35° C. 
und einer Stunde Garung ein Filtrat vom Reduktionsvermégen 
0,03°/o, die Eigenreduktion des verdiinnten Urins war also 
0,03°/o und der Zuckergehalt 0,73°/o, also der des unverdiinnten 
Urins 1,46 °/o. 

Schéndorff (Pfl. Arch. Bd. 121, 1908) la6t zur Entfernung 
des Traubenzuckers 24 bis 60 Stunden bei 34° vergiéren. Da 
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in dieser Zeit die reichlich zugesetzte Hefe die denkbar giin- 
stigsten Bedingungen zu ihrem Wachstum findet und die stick- 
stoffhaltigen Substanzen Nahrmittel der Hefe sind, so erleidet 
nicht nur der Traubenzucker eine chemische Zersetzung, son- 
dern auch andere Urinsubstanzen, welche die Fehlingsche 
Losung reduzieren. Durch die der gewohnlichen Prefhefe 
beigemengten Spaltpilze kommt es in dieser langen Zeit auch 
zum Vergiiren des Milchzuckers, was bei reingeztichteter Hefe 
(saccharomyces apiculatus) nicht der Fall ware. 

Das Reduktionsvermégen ist nach diesen 60 Stunden aus 
diesen Griinden etwas geringer als dasjenige nach einstiindiger 
Garung. 

Was die Girung anlangt, so sei noch folgendes bemerkt. 
Lange Zeit, nachdem schon aller Zucker durch Girung ver- 
schwunden, sieht man noch Kohlensdureblaéschen in der Flis- 
sigkeit emporsteigen, denn die Kohlensiure in den Hefezellen 
tritt langsam unter Druckentfaltung aus den elastischen Zellen- 
winden und auch ein Teil der von der Fliissigkeit absorbierten 
Kohlensiure tritt erst allméhlich in Gasform zutage. Das Ver- 
schwinden des Zuckers und das Aufhéren des Aufsteigens von 
Kohlensdéure und von Hefezellen fallen also zeitlich nicht zu- 
sammen. 

Die Girungssaccharometer zeigen daher erst geraume Zeit 
nach dem Verschwinden des Zuckers das Maximum von Kohlen- 
siiure an. Bei dem kleinen Lohnsteinschen, fiir 0 bis 1°/o 
Zucker, kann man diese Zeit durch passendes Schiitteln (unter 
Beibehaltung des Quecksilberabschlusses) abktirzen. Die Fliissig- 
keitsoberfliche fallt dann oft sofort um 1 bis 2 cm. 

Es ist bekannt, daf mit Riicksicht auf die Absorption der 
Kohlensiure durch die Fliissigkeit erst von 0,3°/o Zucker an 
gasformige Kohlenséure auftreten sollte, daf dies aber aus 
unbekannten Griinden in Wirklichkeit nicht zutrifft (Neubauer- 
Huppert, 5. 351). 

Unter Annahme, dafi die Angaben der Prozente am 
groBen Lohnsteinschen Saccharometer richtig sind, habe ich 
die gasformigen Kohlenséuremengen berechnet, die bei ver- 
schiedenen Zuckerprozenten auftreten; dabei habe ich die Skala 
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fiir 20° C. und 76 cm Druck benutzt. Die Volumausmessungen 
geschahen siémitlich mit Quecksilber. Der Luftraum tiber dem 
Quecksilber in der Kugel war 1,47 ccm vor Einbringen der 
0,5 ccm Zuckerfliissigkeit und der 2 Tropfen Hefebrei, also 
nach dem Einbringen noch v, = 0,87 ccm. 

Die Berechnung fiir 4°/o Zucker ist folgende. 

Brachte man das Quecksilber im Apparat auf den Teil- 
strich 4°/o, so war der Hohenunterschied der Quecksilber- 
oberflachen kathetometrisch gemessen h = 9,6 cm. Die Aus- 
messung des Volumens zwischen den Teilstrichen 0°/o und 
4%o ergab v = 3,944 ccm. 

Ist bei Ablesung der 4°/o die Temperatur 20° C. und 
der Barometerstand b, so erhalt man als entwickelte gasfér- 
mige Kohlensadure, auf 0° 76 cm Druck bezogen, 


273 Of a 





X = 973 + 90 |e © Y) 96 ° 76 

x= — Bin, vy, h+v(b+ h) | u. da b = 76, so ist 
76 - 293 L 

x = 4,236 ccm. 


Zur Berechnung der absorbierten Kohlensdéure ist zu 
beriicksichtigen, da8 0 bis 10°/o Zucker Alkohol von 0 bis 5°/o 
ergeben, und daf fiir diesen der Absorptionskoefflizient der 
Kohlensaure bei 20° C. 0,878 bis 0,861 ist, so daB bei 4°/o 
Zucker mit dem Koeffizienten 0,871 zu rechnen ist. Die 0,5 cem 
absorbieren also bei 76 cm Druck 0,436 ccm Kohlensdure und beim 
0,480 - 85,9 _ 0,491 com. 

16 
Gasformige und absorbierte Kohlenséure betragen also zu- 
sammen 4,727 ccm. 

Nach Jodelbauers bedeutsamen Untersuchungen (Zeit- 
schrift des Vereins fiir Riibenzuckerindustrie des Deutschen 
Reiches 1888, S. 309) gibt aber 1 g Dextrose 0,4654 g Kohlensaure 
_ 465,4 
~~ 1,977 

Die 0,5 ccm Zuckerfliissigkeit mit 4°/o Zucker oder mit 
0,2 g Dextrose muBten also 4,708 ccm Kohlensdéure ergeben. 


Druck 76 -- h = 85,6 cm, demnach 


= 235,4 ccm Kohlenséure von 0° und 76 cm Druck. 
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Die Ubereinstimmung aut Zehntelkubikzentimeter mit der 


obigen Zahl darf — bei den schwierigen Ausmessungen des 
Apparats — als gut bezeichnet werden. 


Nachfolgende Zusammenstellung gibt die Zahlen fiir einige 
Prozente. 2,6°/o und 1,7°/o wurden gewiahlt, weil von 2,6°/o 
bis 10°/o und von O bis 1,7°/o der Querschnitt des Apparats 
konstant ist. 











CO, im_ | Absorb. CO, 


Nach Jodel- 














| 
| | | 
Zucker | 76 +-h | depeest | Seunebest | Summe | ee 
0 / ccm | cem | ccm ;} ecm | ccm 
o1 | 763 | 0067 | o44 | 0,508 | 0,118 
05 | 77,6 | 0352 | 0448 | 0,800 | 0.589 
1 | 79,5 | 0,769 | 0,458 1,227 1,177 
17 | 826 | 1547 | 0.475 2 (022 2.001 
26 | 8tt | 2665 | 0483 | 3148 3,060 
4 | 856 | 4,236 0491 | 4,727 | 4,708 
6 | 878 | 6593 0,501 7,096 7,062 
9 | 910 | 10100 | opie | 10616 | 10,593 


Bei 1—10°/o Zucker entwickelt also 1g Dextrose die 
von Jodlbaur angegebene Menge 235,4 ccm Kohlensaure, 
nicht aber bei weniger als 1°/o Zucker. Hier ist die Kohlen- 
siiuremenge betrichtlich gr6Ber, bei 0,1°/o Zucker sogar tiber 
4mal so grof. Dieses Mehr an Kohlenséure kann nicht mehr 
von der Zersetzung des Zuckers herriihren, es mu die Folge 
der Sprossenbildung der Hefezellen sein. 

Bei O bis 1°/o Zucker setzen also die Saccharometer 
eine moglichst gleiche Beschaffenheit der Hefe voraus. 

Auffallend ist bei allen mir bekannten Saccharometern, 
daB 2 gleiche Apparate eine identische Skala aufweisen, so 
daB es scheint, dafi die Skalen keinem jedesmaligen Auspro- 
bieren entsprechen, denn mathematisch kongruent kénnen 
2 solche Apparate doch wohl nicht sein. 

Bei 0 bis 0,3°/o ist die Angabe der Giérungssaccharo- 
meter meines Erachtens ungenau wegen der schwer durch- 
fiihrbaren Reduktion auf 0° und 76 cm Druck. 
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Diese Reduktion und auch genauere Ablesung des 
Standes des Quecksilbermeniskus lieBe sich durch einige Ab- 
iinderungen der Apparate und Beigabe einer Meniskus-Visier- 
blende erreichen. 

Pfliger (Pfl. Arch. Bd. 105, 1904, S. 121 bis 175) hat 
gegen die Messung des Zuckers durch die entwickelte Kohlen- 
sdure mancherlei Einwendungen erhoben und besonders nach- 
gewiesen — wie auch vor ihm Hedin (Neubauer-Huppert 
S. 347) —, daB die Kohlenséiuremenge auch von der Menge 
des vorhandenen Harnstoffs abhiingt. 


Mathematische Beziehung zwischen Eigenreduktion 
und spezifischem Gewicht. 


Es wire von Vorteil, wenn die Garung und damit die 
Untersuchung des vergorenen Urins in Wegfall kaime. Die 
folgenden Betrachtungen, die aus dem spezifischen Gewicht 
die Eigenreduktion zu berechnen gestatten, diirften daher will- 
kommen sein. Hat ein zuckerfreier Urin das spezifische Ge- 
wicht s und die Eigenreduktion e, und bringt man ihn auf 
das spezifische Gewicht 1,010 durch Verdiinnen mit Wasser 
(wenn s 1 > 1,010) oder durch Einengen (wenn s 1 <¢ 1,010), so 
e 1 
100 s—1' 

Nachweis: der urspriingliche Urin hatte bei einem Ver- 
such das spezifische Gewicht 1,016; seine Eigenreduktion moge 
e°/o sein. Dieser Urin mit Wasser verdiinnt, so daf 1 Vol. 
= 2 Vol., hatte das spezifische Gewicht 1,008. Da in 100 ccm 
des verdiinnten Urins nur halb so viel Bestandteile des ur- 
spriinglichen Urins enthalten waren, so muBte selbstverstandlich 


hat er jetzt die Kigenreduktion E = 


seine Eigenreduktion 5 'lo sein. Verdiinnung, so daf 1 Vol. 
= 4 Vol., ergab das spezifische Gewicht 1,004, da jetzt in 


100 cem nur a der Bestandteile des Urins enthalten waren, 


“ ; e ; i 
so muB die Kigenreduktion —-°/o sein. Verdiinnung, so daf 
( 
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1 Vol. = 8 Vol., ergab das spezifische Gewicht 1,002 und die 


- e ., 
Eigenreduktion g /0 


Die Abnahmen der spezifischen Gewichte bei der Verdiin- 
nung verhalt sich also wie die Abnahmen der Eigenreduk- 
tionen, was man bei Wasserentzug wohl auch sofort voraus- 
setzen darf. 

Berechnet man mathematisch die Abnahme der spezi- 
fischen Gewichte bei der Verdiinnung unter der Voraussetzung, 
dafi keine Kontraktion mit der Verdiinnung verbunden ist, so 
gelangt man ebenfalls auf die spezifischen Gewichte 1,008; 
1,004; 1,002. Da beim spezifischen Gewicht 1 die Eigen- 
reduktion 0 sein wird, so ist fiir ein und denselben Urin, 
der beim spezifischen Gewicht s die Eigenreduktion e aufweist, 
und der nach Wasserentzug oder Wasserzufuhr beim spezi- 


fischen Gewicht S die Eigenreduktion E hat, — aman oa 
; S—1 ae _ e 1 
woraus EK=e — und mit S = 1,010 also E = 00° sc1° 


Mit dieser Formel lassen sich die Eigenreduktionen bei 
verschiedenem spezifischen Gewicht mit einander vergleichen. 

Da auf den Ariometern die Teilstriche mit ganzen Zahlen 
versehen sind, welche die Tausendstel des spezifischen Ge- 
wichts angeben, so daf 5 identisch mit dem spezifischen Ge- 
wichts = 1,005; 20 mit s = 1,020 und 35 mit s = 1,035 ist, 
so empfiehlt es sich, diese beigeschriebenen Zahlen n selbst 
zu beniitzen und sie als Ariometerzahlen der Urine zu be- 
zeichnen. Hat der Urin bei der Messung mit dem Ardéometer 
nicht 15° C., so hat man fiir jeden Grad, den er tiber (unter) 
15° C. besitzt, 0,25 zu der abgelesenen Zahl zu addieren (sub- 
trahieren). Liest man also bei Zimmertemperatur (20° C.) ab, 
so hat man 1 zur abgelesenen Araéometerzahl zu addieren; z. B. 
statt abgelesenem 25 also 26 zu setzen. Das Araéometer von 
Vogel besteht aus 2 Spindeln fiir s = 1—1,025 und s = 1,025 
—1,050, mit den Zahlen 0O—25 und 25—50. Als Ardéometer 
eignet sich auch die Wein- und Mostwage von Ochsle, ihre 
Grade sind gleichbedeutend mit den Aréiometerzahlen n. Nun 





- 





a aca 





- 





Die Bestimmung der Eigenreduktion und der Dextrose im Urin usw. 153 


ist n = (s—1)- 1000, und damit E = — Fir eine grofe 
Zahl von Urinen wurde das spezifische Gewicht bis 15° und 
die Eigenreduktion e nach dem Girverfahren bestimmt, sodann 
E berechnet. Folgende 4 Beispiele seien herausgegriffen, von 
denen das erste das gréfte, das zweite das kleinste von mir 
bestimmte E lieferte: 











a 














=— ; — <= 
Spez. Gewicht | 1,033 | 1012 | 41,012 1,018 
| 
} 
n | 38 2 | 12 18 
| 0,185 %/o 0,030 %o | 0,055% | 0,094%o 
E berechnet | 0,056 | 0,025 | 0,046 | 0,052 


Man sieht, E schwankt zwischen 0,025 und 0,056. Mit 
= 0,06 erhalt man: die maximale Eigenreduktion bei der Ariio- 
meterzahl n ist e = 0,006 n°/o. Dies gibt die folgende Tabelle: 


een 


— 























Spezifisches Gewicht | ‘“ Maximum der Eigenreduktion 

| fg 

1,002 | Q 0,012 

1,003 | 3 0,018 

1,004 | 4 0,024 

1,005 | 5 0,030 

1,010 | = 10 0,060 

1,015 15 0,090 ¢ 0,006 n 

1,020 / 20 0,120 

1,025 25 0,150 

1,030 80 0,18 

1,035 | 3h | 0,20 

1,036 u.mehr| 36 | y 0.20 
' wu. mehr j 


Da das gréBte spezifische Gewicht eines zuckerfreien Urins 
1,035 ist, so ist die gréBte Eigenreduktion 0,20°/o; aus diesem 
Grunde kann bei héherem spezifischen Gewicht als 1,035 die 
Eigenreduktion nicht gréBer als 0,20 sein. 
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Durch reichliche Getrinkeaufnahme kann die Eigenreduk- 
tion des Urins einer Person herabgesetzt werden auf nahezu 
0°%/o, gleichzeitig setzt man aber dadurch das spezifische Ge- 
wicht herab. Angaben wie die bisher tiblichen: «Der Urin 
besitzt eine Eigenreduktion von 0,161—0,437°/o» sind daher 
wertlos, zum mindesten sollte man die zugehérigen spezifischen 
Gewichte beifiigen. Das einzig Richtige ist aber, wie ich oben 
vorschlage, die Eigenreduktion so anzugeben, wie sie nach der 
Verdiinnung (Einengung) auf das spezifische Gewicht 1,010 sich 
ergibt. Wird die auf das spezifische Gewicht 1,010 umge- 
rechnete Eigenreduktion wie oben mit E bezeichnet, so laBt 
sich noch nachweisen, dai 100 g der festen Bestandteile eines 
beliebigen zuckerfreien Urins ebensoviel Kupferlésung redu- 
zieren wie 43 E g reine Dextrose. Man geht bei diesem Nach- 
weis davon aus, dafB das um 1 verminderte spezifische Ge- 
wicht mit 233 multipliziert die Gramme der in 100 ccm Urin 
enthaltenen festen Stoffe angibt. (Chemikerkalender II, S. 675.) 

Den 13 Analysen von Nagasaki entnehme ich: die maxi- 
male Eigenreduktion eines Urins mit der Ariiometerzahl n ist in der 
Benedictschen Lésung 0,0103 n °/o; sie ist also beinahe doppelt 
so groB als die Kigenreduktion (0,0055 n °/c) in der Fehlingschen 
Losung. Die von Benedict!) hervorgehobene geringe Eigen- 
reduktion in seiner LOsung erscheint dagegen betrachtlich. 

Die Frage, ob ein Urin sicher zuckerhaltig ist, erledigt 
sich jetzt durch eine von jedem Laien ausfiihrbare Probe. Ist 
sein spezifisches Gewicht z. B. 1,027, so kommt fiir die Ent- 
scheidung eine Kupferlisung fiir 27 - 0,006 = 0,16°/o Zucker 
in Betracht. Geben 2!/2 eem Urin ++ Kupferlésung A fiir 0,16°/o 
-+ Quarzsandkérner nach 15 Sekunden langem Sieden und nach 
Zusatz von 16 Tropfen B und 2 Tropfen C keinen Farbenum- 
schlag, so ist er sicher zuckerhaltig; erfolgt aber Farbenumschlag 
in schokoladebraun, so ist man nicht berechtigt, ihn im obigen 
Sinn fiir zuckerhaltig zu erklaren. Sein Gehalt an Zucker ist 
niimlich gering und wird am sichersten durch Bestimmung des 


) Benedict, Journ. of Biol. chem., Bd. 3, p. 101; Bd. 9, p. 57. 


Miinchn. med. Wochenschr. 1912, Nr. 27. 
*) «Beitrage zum quantitativen Nachweis des Zuckers im Urin» 
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Reduktionsvermégens des Urins vor und nach der Garung er- 
mittelt. Bei dieser Bestimmung wird man auch im Harn villig 
Gesunder Zucker finden. 

Die Frage, ob ein Urin sicher diabetisch ist, erledigt 
sich ebenso einfach. Ist sein spez. Gewicht z. B. 1,027, so 
kommt Kupfermenge A fiir 27 - 0,006 + 0,1 = 0,162 + 0,1 
= 0,26°/o Zucker in Betracht. Geben 2!/2 ccm Urin + Kupfer- 
menge fiir 0,26°/o -—- Quarzsand nach 15 Sekunden langem 
Sieden und nach Zusatz von 26 Tropfen B -+- 1 Tropfen C 
keinen Farbenumschlag, so ist er sicher diabetisch, erfolgt 
aber Farbenumschlag, so ist man nicht berechtigt, ihn fir 
diabetisch zu erkliren. Fir den praktischen Arzt ist die Be- 
stimmung des spezifischen Gewichts meist listig. Die erste 
Frage wird fiir ihn entschieden durch: 2'/2 eem Urin +-1cecm A 
+. 20 Tropfen b +- 1 Tropfen C; erfolgt kein Farbenumschlag, 
so ist der Urin sicher zuckerhaltig, die 2. Frage durch: 

21/2 com Urin + 1,5 ccm A -+ 20 Tropfen B +- 1 Tropfen C; 
erfolgt kein Farbenumschlag, so ist er sicher diabetisch. 

Der Harn 4 Stunden nach reichlichem Genuf von Kohlen- 
hydraten gibt am besten Aufschlufi tiber Diabetes. 

Statt 15 Sekunden zu sieden, kann man auch nach ein- 
cetretenem lebhafteren Sieden das Glas 1 Minute aus dem Feuer 
bringen und dann B und C beisetzen. 

Eine héchst empfindliche, zuverlassige Probe auf dia- 
betische Urine ist auch die folgende. 

In ein fiir die linke Hand bestimmtes Reagenzglas mit 
den Teilstrichen 5 ccm und 15 ccm bringt man 5 ccm Urin, 
verdiinnt auf 15 ccm mit gewohnlichem Wasser und schiittelt, 
sodann giefit man weg, bis 5 cem verdiinnter Urin zuriick- 
bleiben. In ein zweites fiir die rechte Hand bestimmtes Rea- 
genzglas mit dem Teiistrich 5 cem bringt man 1 ccm der Kupfer- 
losung A (= Kupfermenge fiir 0,2°/o mittels der Pipette K) 
und verdiinnt mit Wasser auf 5 ccm. In beide Reagenzgliser 
gibt man jetzt einige Quarzkorner und erhitzt die Fliissigkeiten 
liber ein und derselben Flamme gleichzeitig zum Sieden. 

(Erhitzen bis zum Sieden im einen Reagenzglas, dann 
bis zum Sieden im andern und nun in beiden zum gleichzeitigen 
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Sieden, wobei man die Reagenzglaser, unter 60° geneigt, gleich- 
zeitig in die Flamme hilt.) Man unterbricht das Sieden gleich- 
zeitig, gieBt nach 1 Minute — nicht friiher — die Kupferlésung 
in die Urinfliissigkeit und 1aBt die Mischung stehen. Stellt sich 
10 Minuten nach dem Zusammengiefen staubige Tribung!) ein, 
so ist der Zuckergeha't des urspringlichen Urins grié8er als 
0,1°/o, also anormal. Zur Feststellung der staubigen Triibung 
beobachtet man die Mischung bei dunklem Hintergrund. Hinter 
das Reagenzglas im Stinder stellt man z. B. ein mit matt- 
schwarzem Tuch bespanntes Brettchen auf und stellt den Staénder 
so, dais beim Betrachten des Reagenzglases keine glanzenden 
Lichtstreifen lings der Glaswand entstehen. Die staubige Trii- 
bung ist fluorescierend, schmutzig orangefarbig oder gelbgriin 
oder auch weil opalisierend. Die Beleuchtung braucht dabei 
keine intensive zu sein. Es geniigt, einmal diese staubige 
Triibung gesehen zu haben, um fiir immer sicher zu gehen. 
Man nehme zu diesem Zweck die Probe mit dem Urin eines 
Gesunden so vor, da man das eine Mal vor dem Erhitzen den 
5 ecm verdiinnten Urins 4—5 Tropfen der 1°/oigen Zucker- 
lésung (S. 141) oder ein kleines Stiickchen Starkezucker zusetzt, 
das andere Mal aber diesen Zusatz unterlift. Die staubige 
Triibung riihrt von feinverteiltem ausgeschiedenen Kupferoxydul- 
hydrat her, tritt sie nicht auf, so bleibt die Fliissigkeit klar 
bei dunklem Hintergrund, von dem gebildeten Phosphatnieder- 
schlag und von einigen umherirrenden, sich leicht abhebenden 
Flocken desselben abgesehen. Statt in den graduierten Rea- 
genzgliisern zu kochen, kann man auch die 5 ccm der beiden 
Glaser ohne Nachspiilen in gewO6hnliche Reagenzglaser um- 
gieBen und in diesen zum Kochen erhitzen. 

Bestimmt man das Reduktionsvermégen p des Urins 
durch Titrieren, so lat sich ohne Garung der Zucker an- 
nihernd angeben; er ist namlich < p°/o und auch < p minus 
der minimalen Eigenreduktion und zugleich > p minus der 
maximalen Eigenreduktion. Die letztere kann aber der friiheren 
Tabelle entnommen werden und die minimale Eigenreduktion 


') Nach meiner Ansicht handelt es sich dabei um ein Tyndall- 
Phinomen, hervorgerufen durch kolloidales Kupferoxydul. 
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ist etwa die Halfte der maximalen, so daf man annihernd er- 
halt: Zuckergehalt — p minus 3/4 maximale Eigenreduktion. 
Beisp. 1. n = 25, p= 0,41°/o. Die maximale Eigen- 
reduktion ist nach der Tabelle 0,150°/o, also: Zucker an- 
nihernd 0,41—3/4 - 0,15 = 0,30°/o. 
Beisp. 2. n= 1,045, p = 0,75 °/o. Die maximale Eigenre- 
duktion ist 0,20; also Zucker annéhernd 0,75—3/4 - 0,20 =0,60°/o. 


Die maximale Eigenreduktion 0,006-n°/o steht im Einklang mit den 
Ergebnissen von Worm-Miller. 

Miiller war es nicht mdglich, die Eigenreduktion in der 
Fehlingschen Losung zu bestimmen (s. oben), seine schitzungs- 
weise Angabe, sie kénne oft 0,2—0,3°/o betragen, veranlaBte 
mich, die Angaben von friiheren Untersuchungen mit den meinigen 
zu vergleichen. Die verdffentlichten Urinuntersuchungen von 
Pfliiger, Victorow und Schéndorff aus den Jahren 1904, 
1907 und 1908 umfassen ca. 600 Urine; bei keinem derselben 
ist aber das spezifische Gewicht angegeben, auch konnte ich 
nachtraglich diese spezifischen Gewichte nicht erfahren, ein 
Beweis dafiir, dai man bislang dem Zusammenhang von spe- 
zifischem Gewicht und Eigenreduktion keine Beachtung schenkte. 
Ich muSte auf die 60 Analysen von Miiller zuriickgreifen, 
bei denen mir die spezifischen Gewichte zu Gebote standen. 

Es ist das Verdienst Miillers, durch jahrelange Unter- 
suchungen am physiologischen Institut zu Christiania nach- 
gewlesen zu haben: 

1. Setzt man einem Urin nicht mehr alkalische Kupfer- 
losung zu, als seine Eigenreduktion erfordert, so bilden sich 
bei 60—70° C. bei der Reduktion nur lésliche Cuprover- 
verbindungen; mag dann der Urin zuckerhaltig sein oder nicht. 

2. Setzt man einem Urin etwas mehr alkalische Kupfer- 
losung zu, als seine Eigenreduktion erfordert, so bildet sich bei 
60—70° bei der Reduktion unlésliches CuOH, sobald der Urin 
zuckerhaltig ist. Schon bei kleinem Zuckergehalt (0,025 °/o) tritt 
dieses CuOH als staubige Triibung zutage. Ist der Urin da- 
gegen zuckerfrei, so tritt unlésliches CuOH nicht auf. 

Von den 60 normalen Urinen Miillers kommen daher 
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fir mich nur diejenigen in Betracht, in denen Zucker, wenn 
auch nur in kleiner Menge, nachweisbar war. Bei diesen wiirde 
die Eigenreduktion etwas weniger Kupfer erfordern, als zur 
Bildung von unléslichem CuOH erforderlich ist. Die Millersche 
Kupferldsung enthalt 2,5°/o Kupfervitriol, die Fehlingsche 
3,464°/o, 1 com Miller auf 5 ccm Urin ist also gleich a 
= 0,722°/o Zucker. Setzt man die maximale Ejigenreduktion 
gleich 0,005-n°/o resp. 0,006-n°/o, so ergeben die 12 in 
Betracht kommende Urine folgenden Tabelle: 














| | | Berechnete | | aia 
| =m | Ariio- |  Rigenvedaktion | Kupferldsung jachtete | 
Nr.| Ge- meter- | 0,005 n resp. | a b tie | Reaktion 
| wicht | zahl | 0,006 n | | . on 
| | °/o | ccm | %o | 
1 | 1,024| 24 10,12 resp.0,144,2 0,144 %/o| <0,144| deutl. Tribung 
2 1,024 |ebensol = — | = i. op 
3 | 1,021 21 (0,105 resp. 0,126)2 = 0,144 °/o| < 0,144 | deutl. Triibung 
4 | 1,033) 33 0,165 >» 0,198.3 =0,216%)| <0,216| > . 
5 | 1,027 | 27 (0,135 > 0,162)2,5 = 0,181 "}o| ¢9,181| > , 
6 | 1,035) 35 |0,175 » 0,210/3,5 = 0,252 %o|<0,252| > ; 
7 | 1,031! 31 [0,155 resp. 0,186/3 = 0,217 °o| < 0,217 |schwache Triib. 
8/1026, 26 0,13 » 0,156/2,5-=0,181%|<0,181; > ' 
9 | 1,026| 26 0,18 > 01562 0,144 %o/ <0144) > 
10 | 1,031, 31 0,155 » 01863 = 0,217 %o| <0,217 > , 
it | 1,027/ 27 0,135 > 0,162/2,5 = 0,181 %o] <0,181} > , 
| 





- | a oe _ 


12 , 1,027 lebenso} 


Ist also die maximale Eigenreduktion 0,005 n, so besteht 
bei allen 12 Analysen kein Widerspruch mit dieser Annahme; 
ist sie 0,006 n, so besteht nur ein Widerspruch bei Nr. 9, 
wo ohnehin die Reaktion sehr schwach ist. Die Beseitigung 
dieses Widerspruches wiirde die maximale Eigenreduktion 
0,00554 -n erfordern, so dafi 0,006 n bestehen kann. 

Man sieht auch, da® z. B. die obige Angabe von Munk, 
die Eigenreduktion kénne 0,4°/o betragen, im Widerspruch mit 
diesen Analysen steht, denn diese geben im Maximum 0,2°/o. 
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Was die W. Miillersche Probe zum qualitativen Nach- 
weis von Zucker im Harn anlangt, so ist immer der Stand- 
punkt Miillers festzuhalten, daB ihr negativer Ausfall an- 
zeigt, dafi kein Zucker oder sehr wenig Zucker vorhanden ist, 
daB sie aber bei positivem Ausfall nicht notwendig Zucker 
anzeigt. Bringt man verschiedene, 6 Stunden lang vergorene 
Urine durch Dextrose auf 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04°/o 
Zucker, so zeigt sich, dafi die Empfindlichkeit der Probe im 
allgemeinen zunimmt mit dem spezifischen Gewicht der Urine 
und dafi der positive Ausfall keineswegs an einen Zuckergehalt 
von mehr als 0,025°/o gebunden ist, wie Miiller behauptet; auch 
bei 0,005°/o kann unter Umstanden die Probe positiv ausfallen. 
Dies geht schon rein logisch daraus hervor, dafi nach Miller 
in 7%/o der von ihm angegebenen Versuche die Probe im zucker- 
frei gemachten Urin positiv ausfiel. Diese 7°/o umfassen Urine 
von hohem spezifischen Gewicht. Soll die Probe bei positivem 
Ausfall sicher Zucker anzeigen, so muf sie eine Abinderung 
auf Grund des spezifischen Gewichtes erfahren, worauf ich in 
einem besonderen Aufsatz noch zuriickkommen werde. 


Entfernung der N-haltigen Substanzen mit Hg(NO,), und nachfolgende 
Untersuchung auf Dextrose. 

Diese von Patein-Dufau herriihrende Methode gestattet 
nach Schéndorff im Harn die kleinste Menge Zucker nach- 
zuweisen; Schéndorff findet damit, daf jeder normale Harn 
0,0105—0,0274°/o Traubenzucker enthilt. Durch diese Ent- 
fernung der Stickstoffsubstanzen — bei der der Zucker erhalten 
bleibt — erhalt man ein farbloses Filtrat, das die Fehlingsche 
Losung unter Abscheidung von unléslichem roten Cu,O reduziert. 

Patein und Schéndorff arbeiten mit einer Mercuri- 
lésung, die im Liter 324 g wasserfreies Mercurinitrat enthilt 
und durch Auflésen von gelbem HgO in HNO, erhalten wird. 
Patein nimmt 50 cem Urin + 25 cem Mercurilésung + so 
viel Natronlauge, dai die Fliissigkeit, mit Lackmuspapier unter- 
sucht, neutral erscheint. Das Ganze wird auf 100 ccm mit 
Wasser verdiinnt und dann filtriert. Die Lauge wird tropfen- 
weise zugesetzt und nach je 5—6 Tropfen lift man den Nie- 

11* 
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derschlag sich setzen. Man priift von Zeit zu Zeit die iiber- 
stehende Fliissigkeit mit Lackmuspapier. Sch6ndorff hat nach- 
gewiesen, daB 25 ccm Mercurilésung = 5 - 324 mg Hg(NO,), 
im allgemeinen nicht geniigen, und ich kann dies vollauf be- 
stiitigen. In 9 unter 10 Fallen fand ich die Menge zu gering. 
Dies fiihrle Schéndorff dazu, bei jeder einzelnen Analyse 
zuerst die erforderliche Menge von Mercurilésung durch Tast- 
verfahren festzustellen. Ich nehme dafiir eine solche reich- 
liche Menge (mehr als doppelt soviel wie Patein), daf fir 
alle Fille ein Uberschu8 vorhanden ist, der sich immer da- 
durch dokumentiert, daf der Rtickstand beim Filtrieren nicht 
weil, sondern gelb bis orange ist. 

Lisung I. 900 g Hydrargyrum nitr. oxydat., Merck, 
werden in 150 ccm offiz. acid. nitr. (D 1,153) unter Erwaérmen 
gelést, mit Wasser auf 11 verdiinnt und sodann erwidrmt bis 
zum beginnenden Kochen, wodureh auch die verdiinnte Filiis- 
sigkeit klar wird und beim Erkalten klar bleibt. Diese Lésung 
ist nahezu konzentriert, l6st man noch mehr Salz, so scheiden 
sich Krystalle Hg(NO,),, 8 aq. aus. Das von mir verwendete 
Salz enthielt etwa 25°/o aq., also waren im Liter etwa 675 g 
wasserfreies Mercurinitrat vorhanden. 

Lésung II. Natronlauge, von der 10 ccm ebenfalls 10 ccm 
von | fillen. 

10 cem von I werden mit ca. 30 ccm aq. verdiinut und 
mit 1 Tropfen Phenolphthalein versetzt. Aus einer Burette 
wird NaOH zugefiigt bis zur Rotfirbung der tiber dem Nieder- 
schlag sich einstellenden Fliissigkeit (der Niederschlag fallt 
beinahe spontan zu Boden). Es seien hierzu a ccm NaOH er- 
forderlich. Verdiinnt man jetzt 8a der Natronlauge auf 100 ccm, 
so hat man die gesuchte Lauge, sie ist meist 4,2 normal. 

Ist zB. a= 11 cem, so hat man 88 ccm Lauge auf 
100 ccm zu verdiinnen. 

Diese Lauge macht das fortgesetzte Priifen der Fliissig- 
keit mittels Lackmus unnotig. 

F allt man aus einer Lésung von Mercurinitrat das Queck- 
silber durch tropfenweisen Zusatz von Lauge aus einer Biirette 
unter Umschwenken, so erhiilt man anfinglich weiBe basische 
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Mercurinitrate, dann gelbe, dann orangerote basische Salze, 
und, wenn schlieflich die Lauge bis zur neutralen Reaktion 
der Quecksilberlésung zugesetzt wird, orangerotes HgO. Die 
Quecksilberlésung, nunmehr mit Phenolphthalein oder Lackmus 
oder Methylorange versetzt, gibt auf Zusatz eines weiteren 
Tropfens Lauge die charakteristische Farbung der alkalischen 
Fliissigkeit. 

Eine vollstiandige Fallung des Quecksilbers ist aber auch 
bei einem Uberschu8 von Lauge nicht zu erreichen, vielmebr 
zeigt sich: setzt man zur Mercurilésung Lauge zu, 1. bis das 
basische Salz 3 HgO, Hg(NO,), sich gebildet hat, d. h. bis die 
Fliissigkeit nur noch schwach sauer ist, oder 2. bis die mit 
Phenolphthalein versetzle L6sung gerade rot wird, d. h. bis die 
Fliissigkeit schwach alkalisch ist, oder 3. noch mehr Lauge, 
bis die Fliissigkeit stark alkalisch ist; immer bleibt eine kleine 
Menge Quecksilber ungefallt, die durch Filtration und Versetzen 
des Filtrats mit Zinkstaub oder Schwefelwasserstoff beseitigt 
werden kann. Soll bei der Fallung durch NaOH — die ja 
nach dem Gesagten immer unvolistindig ist — die Lésung 
nahezu neutral sein, was fiir Zuckerflisssigkeiten erforderlich 
ist, so wird man also eine solche Menge NaOH anwenden, dai 
sie kleiner ist, als die Bildung von HgO erfordert, und gréfer, 
als die Bildung von 3 HgO, Hg(NO,),, und dies trifft fiir die 
Lauge If zu. Zur Entfernung der N-haltigen Stoffe fiigt man 
zu 90 cem Urin 25 ccm von Liésung I und schwenkt um, wo- 
durch ein Teil der N-haltigen Stoffe sofort ausfillt, der iibrige 
Teil fallt nach und nach aus, wenn man die freie Salpeter- 
siure durch 25 ccm Lésung II nach und nach abstumpft. Zu 
dieser Abstumpfung ist also ebensovieil Lauge II erforderlich, 
wie zum Fallen von 25 ccm reiner Mercurilésung. Die Lauge 
setzt man unter stetem Umschwenken zu. Man filtriert nun; 
das Filtrat ist entweder neutral oder annahernd neutral. Der 
Riickstand — Paste genannt — hilt viel Fliissigkeit zuriick, 
ohne Absaugen erhilt man nur ca. 25 cem Filtrat. Der erste 
Teil des Filtrates lauft klar ab, der zweite Teil in der Regel 
leicht triibe. Durch einmaligen Wiederaufgu8 auf den Riick- 
stand erzielt man aber ein klares Filtrat. Nun setzt man auf 
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25 cem Filtrat ca. 1 g Zinkstaub. Schiittelt man Zinkstaub 
und Filtrat mehrere Male, so ist das Filtrat nach 1—2 Stunden 
quecksilberfrei. Man filtriert nun von neuem. Das Filtrat ver- 
hilt sich jetzt wie eine reine Zuckerldsung. Bestimmt man 
durch Titrieren mit alkalischer Kupferlésung seinen Zucker- 
gehalt, so fiallt alles Cuprosalz als rotes Cu,O aus und die im 
Filtrat gefundenen Prozente Zucker geben mit 2 multipliziert 
den Zuckergehalt des Urins. Der Zinkgehalt im Filtrat beein- 
triichtigt die Bestimmung nicht. In der Kupferlésung_ bildet 
sich Zn(OH),, das keine reduzierende Wirkung ausiibt und in 
iiberschiissigem NaOH vollstandig léslich ware. Fiigt man beim 
Titrieren mit je 2!/2 ccm des Filtrats diesen 2!/2 ccm 1 Tropfen 
offizineller Natronlauge zu vor dem Zusatz der alkalischen 
Kupferlésung, so wird der Bildung des Zn(OH), vollstandig 
Rechnung getragen (mit dem Zusatz eines kleinen Krystalles 
Na,PO, kurz vor dem Filtrieren erreicht man dasselbe). 


Korrektion fiir die Umrechnung von einem Teil des Filtrats auf die 
urspriingliche Urinlésung. 


Findet man durch Analyse im Filtrat p°/o Zucker, so hat 
der Urin 2p°/o Zucker. An diesen 2p ist aber noch eine 
kleine Korrektion anzubringen, die, wie mir scheint, von 
Patein-Dufau aufer acht gelassen wurde. Fiir die Patein- 
Menge: «50 cem Urin + 25 ccm Mercurilésung [mit 25 - 324 mg 
wasserfreiem Hg(NOQO,),] -—- Lauge -+ aq. = 100 ccm» gestaltet 
sie sich folgendermafen: 

Die Paste, die beim Filtrieren entsteht, wiirde getrocknet 
0,5 cem einnehmen. Wiirde sie namlich aus lauter HgO be- 
stehen, dessen spezifisches Gewicht 11 ist, so ware ihr Vo- 
OF , 
3 ; = = 0,5 cem; da alle andern unléslichen Queck- 
silberverbindungen ein etwas kleineres spezifisches Gewicht 
besitzen, so ist das Volumen eher etwas gréBer. Statt 100 ccm 
Filtrat erhielte man also — wenn alle Fliissigkeit der Paste 
dem Filtrat einverleibt wiirde — nur 99,5 ccm Filtrat, die fiir 
den Urin gefundenen Prozente geben daher mit 0,995 multi- 
pliziert die korrigierten Prozente. Wenn man unsere Mengen: 


lumen . 
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50 cem Urin + 25 cem Mercurisalz mit 25-675 mg _ wasser- 
freiem Hg(NO,), -+- 25 ccm NaOH betrachtet, so sind die ge- 
fundenen Prozente mit 1,01 zu multiplizieren, um die korri- 
gierten zu erhalten. Die Mischung der Fliissigkeiten gibt 
nimlich nicht 100 cem, sondern etwas mehr. Mischt man 
50 ecem aq. + 25 ccm Mercurisalz [mit 25-675 mg wasser- 
freiem Hg(NO,),] -- 25 ccm NaOH, so erhialt man 102 ccm 
Mischung statt 100 ccm und anderseits wiirde die getrocknete 
Paste 1 ccm einnehmen; die vollstandige Filtriermenge wire 
also 101 cem statt 100 ccm. 

Diese Korrektion fallt natiirlich weg, wenn man den 
Riickstand durch Auswaschen von Zucker befreit, damit ver- 
mehrt man aber das Filtrat auferordentlich, und hat es dann 
mit dem Nachweis von Zucker in sehr verdiinnter Lésung zu 
tun, wo die direkte Anwendung der Analyse von Soxhlet 
und die quantitative Analyse von Allihn versagt. Schéndorff 
wascht zum Nachweis kleinster Zuckermengen im Harn den 
Riickstand wiederholt mit Hg(NO,), aus, um allen Zucker ins 
Filtrat zu bringen. Er erhilt damit ein grofes Filtrat, welches 
zum Einengen oft 1—2 Tage des Eindampfens und schlieBlich 
noch einen kiinstlichen Zusatz von 1/2°/o Dextrose erfordert, 
um die kleine Menge des urspriinglich vorhandenen Zuckers 
mit alkalischer Kupferldsung nachzuweisen. 

Die Analyse mit Verwendung von Hg(NO,), in der neuen 
Form ist aus folgendem Beispiel ersichtlich. Vor Anwendung 
des Mercurisalzes erhielt man fiir das auf Zehntelprozente be- 
stimmte Reduktionsvermogen 0,8°/o, zieht man hiervon 0,2°/o 
ab, so erhalt man den annihernd sich ergebenden Zuckergehalt; 
die Halfte, also 0,3°/o, war somit annahernd als Zuckergehalt 
des Filtrats zu erwarten. Man konnte aus diesem Grunde 
spaiter im Filtrat sofort mit 2'/2 cem Filtrat + ca. 0,5 g 
Chlornatrium (feste Form) + Kupfermenge fiir 0,3°/o +- 30 
Tropfen B +- 1 Tropfen C beginnen. Die Entfernung der N-Sub- 
stanzen erforderte 50 ccm Urin + 25 cem I + 25 ccm II. Man 
filtrierte in eine Stdpfelflasche, setzte ca. 1 g Zinkstaub zu, ver- 
schloB die Flasche und schiittelte 6fters um. Nach 2 Stunden 
wurde von neuem filtriert. Vor dem Filtrieren kann man einen 
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Tropfen der Fliissigkeit in ein Uhrglas geben und mit (NH,),S 
prifen, ob das Quecksilber wirklich beseitigt ist. 21/2 eem des 
neuen Filtrates ergaben beim Titrieren 0,32°/o. 

Der Zusatz von Mercurilésung fiihrt eine Verdiinnung 
des Urins 1 Vol. = 2 Vol. herbei. Ich habe diese Verdiinnung 
einer weilgehenderen vorgezogen, um auch noch kleine Zucker- 
gehalte von O0O—O,1°/o ohne Einengung direkt bestimmen zu 
kénnen, und um bestatigen zu konnen, daf jeder Urin zucker- 
haltig ist, und da8 bei kohlenhydratreicher Nahrung der Zucker 
eines Gesunden auf 0,1°/o steigen kann. 

Die Entscheidung, ob sicher Diabetes vorliegt, d. h. ob 
der Harn mehr als 0,1°/o Zucker enthalt, fiihre ich mit nur 
10 cem Harn aus. Es werden hierzu 10 ccm Harn -}+- 5 cem 
| + 5 ccm II verwendet. Man filtriert in ein Reagenzglas, das 
Filtrat wird mit ca. 200 mg Zinkstaub versetzt, das Glaschen 
mit Gummistopfen verschlossen und 6fters geschittelt. Nach 
2 Stunden wird wieder in ein Reagenzglas filtriert. Vom Fil- 
trat gibt man mit der Pipette U 2!'/2 cem in ein Reagenzglis- 
chen; fiigt ca. 0,8 g NaCl und Kupferlésung A fir 0,1°/o 
Zucker hinzu, kocht sodann 30 Sekunden. Bei normalem Harn 
wird rotes Cu,O am Boden niederfallen, die tiberstehende 
Fliissigkeit aber schén blau erscheinen. Ist sie nicht mehr 
blau, sondern farblos oder gelb, so fiigt man 10 Tropfen B 
hinzu und nach dem Umschwenken noch 1 Tropfen von C, 
erfolgt kein Farbenumschlag, so ist Diabetes sicher, erfolgt 
Farbenumschlag in Schokoladebraun, so ist man nicht be- 
rechtigt, auf Diabetes zu schlieBen. Da ein Urin nach Ent- 
fernung des Traubenzuckers durch 6stiindiges Giaren und darauf- 
folgende Entfernung der Stickstoffsubstanzen [durch Hg(NQ,), 
immer noch Substanzen aufweist, welche die alkalische Kupfer- 
losung reduzieren, so erblicke ich in den nachgewiesenen 0,0105 
bis 0,0274°/o und den 0,1°/o Zucker nicht Zucker allein, sondern 
Zucker nebst anderen reduzierenden stickstofffreien Substanzen, 


eine Ansicht, die auch Schulz?) vertritt. 


') Neubauer-Huppert I, S. 290. 









































Uber das Vorkommen des Coferments der alkoholischen Hefe- 
gdrung im Muskelgewebe und seine mutmaBliche Bedeutung im 
Atmungsmechanismus. 


(Vorléiufige Mitteilung.) 


Von 
Otto Meyerhof. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1917.) 


Es ist bekanntlich von Harden und Young gezeigt 
worden, dafi HefepreBsaft die Fahigkeit zur Zuckervergirung 
durch langere Dialyse oder Ultrafiltration mit anschlieBender 
Waschung des Riickstandes verliert, sie aber durch Zugabe 
des eingeengten Dialysats oder Uitrafiltrats wiedergewinnt.') 
Statt dieser Zusiitze kann auch gekochter und filtrierter Pref- 
saft («Kochsaft») zur Wiedererweckung der Garung benutzt 
werden. Das auf diese Weise aufgefundene dialysable und 
kochbestiandige Coferment ist noch in manchen Hinsichten naher 
charakterisiert worden, ohne daf seine chemische Natur und 
seine Rolle bei der Gérung aufgeklirt sind. Es ist bisher nur 
in Hefeextrakten nachgewiesen worden. 

Ich habe nun gefunden, daf es sich mit Leichtig- 
keit aus der Muskulatur, aber auch noch aus andern 
Geweben, z. B. der Leber, gewinnen la8t und zwar 
beim Kaltbliiter (Frosch) wie beim Sdugetier (Ratte, 
Kaninchen).?) Wenngleich die chemische Identitét mit dem 


') Proc. Roy. Soc. B. 1906, Bd. 77, S. 408. 
*) Auch aus Lunge, Niere (Kaninchen), Ovarien (Frosch), nicht 
aus Blutserum. 
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in der Hefe vorkommenden Coferment natiirlich nicht direkt 
feststellbar ist, und bisher auch nicht eingehend genug ge- 
prift worden ist, so stimmt es doch in wesentlichen Eigen- 
schaften, z. B. der beschrankten Thermostabilitat, mit diesem 
liberein, vor allem aber eben in der Fahigkeit, gewaschenen 
girunwirksamen Ultrafiltrationsriickstand von Hefeextrakt zur 
Garung zu aktivieren. 

Zur Girung benutzte ich Hefemacerationssaft (Lebedew), 
dessen Verhalten mit dem Hefeprefsaft in allen hier in Be- 
tracht kommenden Eigenschaften tibereinstimmt, auger dem Vor- 
zug, keine Selbstgérung aufzuweisen. Die Ultrafiltration und 
anschlieBende Waschung geschah mit einer Zsigmondyschen 
Nutsche durch Kollodiumfilter, wie ich es kiirzlich fiir den 
Macerationssaft genau beschrieben habe.') Zur vollstaéndigen 
Entfernung des Coferments muf der Riickstand auf dem Ultra- 
filter mehrfach mit so viel destilliertem Wasser gewaschen 
werden, dah eine mindestens 100fache Verdiinnung der dia- 
lysierbaren Bestandteile des Riickstandes eintritt — bei sehr 
wirksamem Saft, der mir in letzter Zeit aber nicht zur Ver- 
fiigung stand, eine noch starkere. Zur Priifung der Abwesen- 
heit des Coferments wurde nach Hardens Vorschlag?) zu- 
meist die Vergirung von Fruktose in An- und Abwesenheit 
einer bestimmten Menge von KH,PO, benutzt, weil hierbei 
weniger Unregelmiibigkeiten als bei der Vergirung der Glukose 
auftreten: doch iiberzeugte ich mich, dafs auch Glukose von 
girunwirksamem Riickstand nach Zugabe von Muskelextrakt 
vergoren werden kann. Der Hefemacerationssaft, den ich aus 
von mir selbst verarbeiteter Berliner Unterhefe herstellte, zeigte 
ebenso wie der aus diesjaihriger Miinchener Trockenhefe (von 
A. Schroder bezogen) eine erhebliche Verzogerung der An- 
giirung (vielleicht in Zusammenhang mit der Kriegsernéhrung 
der Hefe) und zwar starker bei Vergiérung der Fruktose als 
der Glukose, wihrend Rohrzucker am schnellsten angegoren 
wurde. Um hierdurch keinen Tauschungen zu _ unterliegen, 

machte ich mir die Beobachtung zunutze, daB der Zusatz einer 


’) Pfliigers Archiv, Bd. 170 (1917), im Erscheinen begriffen. 
*) «Alcoholic Fermentation», S. 57 (1911). 
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ganz geringen Menge hexosediphosphorsauren Natriums diese 
Verzégerung vollstindig beseitigt.1) Dieser Zusatz erscheint 
mir nach meinen Erfahrungen besonders bei der Priifung ge- 
waschenen Riickstandes auf Abwesenheit von Coferment recht 
wichtig, da sich gelegentlich zeigte, daB ungentigend gewaschener 
Riickstand (80—50fache «Dialysatverdiinnung») zwar spontan 
nicht mehr giarte, wohl aber noch nach Zusatz von Hexose- 
phosphat, also noch wirksames Coferment enthielt. Die Garungs- 
messung geschah fiir genauere Versuche und kurze Zeiten nach 
der Methode von Warburg-Dorner?) mit Barcroftschen 
Blutgasmanometern bei 25°. Diese Methode ist fast zu empfind- 
lich bei dem stark girenden Saft und es kénnen so kleine 
Mengen benutzt werden, wie es die Abmefbarkeit in Pipetten 
gestattet. Es wurde 0,5-- 0,6 ccm Saft, bezw. der Riickstand 
desselben gebraucht, durch Zusitze auf 1,0—1,2 ccm gebracht. 
Das Volumen der GefaéBbe betrug 43 ccm; die Druckzunahmen 
wurden in kirzeren Zeiten (10—20 Min.) gemessen und fiir 
die angegebenen langeren Zeiten addiert. Da stets eine griBere 
Menge Phosphat zugegeben wurde (0,1 ccm molar oder halb- 
molar KH,PO,), fand am Anfang eine starke Steigerung der 
Girung statt, die nach 1—2 Stunden abfiel.*) Daher sind die 
Ausschlage relativ um so gréfer, je kiirzer die Versuchszeiten 
sind. Fiir langere Zeiten und etwas grdfere Mengen Saft 
(1,5 cem, durch Zusiitze auf 2,8 ccm gebracht) bediente ich 
mich der volumetrischen Messung der Kohlensiure in graduierten 
Eudiometerréhren iiber Quecksilber bei Zimmertemperatur (18°) 
unter Zugabe von Toluol. Diese viel verwandte und noch be- 
quemere Methode gestattet vor allem, die Girung durch Tage, 
eventuell bis zum totalen Umsatz des Zuckers, zu verfolgen. 
Zu genaueren Messungen kann sie nicht dienen, insbesondere 
nicht zum Nachweis geringer Kohlenséiuremengen und bei Be- 
nutzung groferer fF liissigkeitsvolumina als den hier verwandten, 
weil ja die Kohlensiure bis zur maximalen Sattigung der Fliissig- 
keit in dieser zuriickbleibt. 





") Vgl. dazu Pfliigers Archiv a. a. O. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 81, S. 99 (1912). 
5) Cf. Harden, a.a.O., S. 65ff. 
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Bei den Messungen in Barcroftmanometern er- 
gibt sich, daB die anfangliche Garungsgeschwindig- 
keit des inaktiven Riickstandes nach Zugabe von ge- 
kochtem Muskelextrakt unter den von mir gewahlten 
Bedingungen etwa ein halb bis zwei Drittel so grof 
ist, wie nach Zusatz der gleichen Menge Hefekoch- 
safts. Die Messungen in Eudiometerrohren gestatten 
anderseits den Nachweis, dai bei Anwesenheit des 
Muskelextrakts 3°%oige Fruktose in 24—48 Stunden 
ebenso weit (annahernd vollstandig) vergoren werden 
kann, wie bei der von Hefekochsaft, dai die Be- 
standigkeit des Coferments also in beiden ahnlich ist. 

Der Extrakt aus Muskulatur wurde gewonnen, indem 
die Muskeln (Hinterbeine des Froschs bezw. der Ratte), fein 
zerschnitten, mit dem gleichen Gewicht destillierten Wassers 
versetzt und zum Kochen erhitzt wurden. Der Extrakt wurde 
abfiltriert (= Muskelkochsaft) Das Kochen ist uner- 
laBlich.?) 


Versuchsbeispiele: 


A. Mit Barcroft-Manometer (Temp. 25°). 


1. Je 1,1 ccm Flissigkeit, darin 0,1 com m-KH,PQ,; 0,1 ccm 0,05 m-Na- 
Hexosephosphat, 0,2 ccm 20°%/oige Fruktose (Lavulose puriss. Merck), und 
die angegebenen Extraktmengen. 


























Gebildete CO, in ccm (0°, 760 mm) in Zeiten 1 Std. | 2 Std. 20 
a) 0,6 cm Macerationssaft ........... 3,43 5,0 
b) 0,2 ccm dreifach eingedickter Riickstand mit | 

250fachem Vol. Wasser gewaschen. .....!} 0,06 | 0,09 
¢) 0,2cem gleicher Riickstand -+- 0,6 ccm Hefe- 

ee ee ee ee ee 3,60 5,00 
d) 0,2 ccm gleicher Riickstand -+ 0,6 ccm Muskel- 

| ee ee ee ee 2,02 3,08 





') Daf’ kalter Muskelauszug ganz unwirksam ist, wurde dahin 
aufgeklirt, daf\ derselbe einen thermolabilen Hemmungskorper enthalt, 
der durch Angriff an der Zymase (nicht dem Coferment) die Garung 


hemmt. 
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2. Je 1,0 ccm Fliissigkeit, darin 0,1 ccm ™/:-KH,PO, ; 0,1 cem 0,05 m- 
Hexosephospat, 0,1 ccm 50°/oige Fruktose und die Extraktmengen. 
aD 





CO, in cem in | 1Std. | 3 Std. 50° 
a) 0,9 cem Macerationssaft...........;, 27 | 4,65 


b) 0,15 ccm 3fach einged. Riickstand, mit 1300- | 
fachem Vol. Wasser gewaschen; ohne Phos- | 


phatsusatz. . 2 1s se ees eet ate el. ER 0,02 
c) 0,15 cem gleicher Riickstand (mit Phoshat) . 0,02 | 0,04 
d) 0,15 ccm gleicher Riickstand -+- s ccm Hefe- | 

kochsaft . a era aes , 1,42 | 3,0 
e) 0,15 ccm gleicher Riickstand ha 0,5 com Muskel- | | 

kochsaft (Frosch) . ee ‘ | 132 | 2,28 
f) 0,15 cem gleicher Riickstand 102 2 ccm Muskel- 

kochsaft (Frosch)... . , — 0,54 1,12 


3. Je 1,2 ccm Fliissigkeit, darin 0,1 cem ™/2-KH,PO,; 0,1 ccm Hexose- 
phosphat, 0,2 ccm 20°/oige Fruktose und die Extraktmengen: 














CO, in cem in )1Std.50’) 4 Std. 
a) 0,6 ccm Macerationssaft. . ...... q 4,92 | 5,80 
| 
b) 0,3ccem 2fach eingedickter Riickstand, mit 80fach | | 
Wasser gewaschen..........++-.-.{ O06 | 0,09 
c) 0,3 ccm Riickstand -+- 0,6 ccm Hefekochsaft. . | 417 | 560 
d) 0,3 ccm Riickstand + 0,6 ccm Muskelkochsaft | 
(is ks ; 2,22 {| 3,00 


B. Mit Eudiometerréhrchen (Temp. 18°). 


4. Je 2,8 ccm Fliissigkeit, darin 0,2 ccm m-KH,PO,, 0,2 ccm Hexose- 
phosphat, 0,4 ccm 20 °/v ige Fruktose, 0,1 ccm Toluol und Extraktmengen. 








CO, in ccm in Stunden | 2 | & | 16 | 2 | 40 
| | | 
a) 1,5 ccm Macerationssaft. . .. | 66 | 8,5 | 10,0} 105! 11,0 
| | | 
b) 0,6 ccm 3fach eingedickter Riick- | | | | 
stand mit 175fach Wasser ge- | | | | 
WORM. 6. tcc wean et @ | O | @ ft 0 
c) desgl., aber ohne Phosphatzusatz | 0 | o | 0] 0} Oo 
} } 
| 


d) 0,6 ccm Riickstand + 1,3 ccm a | 
Hefekochsaft . ' 30} 60 , 100) 10,4! 11,0 


e) 0,6 ccm Riickstand + 13 ccm | | | 
Muskelkochsaft (Frosch). . . .! 23 45 | 98) 11,5; 12 








170 Otto Meyerhof, 


5. Je 2,9 ccm Flissigkeit, darin 0,2 ccm ™/2-KH,PO,, 0,1 ccm 
Hexosephosphat, 0,4 ccm 20°/oige Fruktose, 0,1 ccm Toluol und die Extrakt- 


mengen. 




















EEE oe a et 
CO, in cem in Stunden | 2 | 4 17 rr 26 48 
| | | 
a) 1,5 ccm Macerationsaft. . .. . | 40} 53 | 90 | 100] 105 
b) 0,7 ccm 2 fach eingedickter Riick- | | | 
stand mit 80fach Wasser ge | | | 
weethen . 2 ieee t @ TR FS Te 0 
¢) dto., aber ohne Phosphatzusatz ! 0 | O | 0 | 0) 0 
d) 0,7 ecm Riickstand +- 1,5 ccm | | | 
Muskelkochsaft (Ratte). .... | 10; 15] 38 | 52 | 7,5 


Mit der Bildung von 11—12 ccm Kohlensdure ist unter 
Beriicksichtigung des in der Fliissigkeit gelost bleibenden Kohlen- 
siurevolumens und der Verluste beim Umfiillen die zugesetzte 
Zuckermenge fast vollstandig umgesetzt. (Nach Buchner 
entgehen etwa 15°/o Zucker dem Umsatz zu Alkohol und 
Kohlensdure. ') ) 

Die Muskeln sind nicht das einzige tierische Organ, das 
das Coenzym der Gérung enthalt. Bisher habe ich es auch 
noch in der Leber gefunden. Der Extrakt aus Leber wurde 
auch durch Kochen der feinzerschnittenen Froschlebern mit 
dem gleichen Volumen Wasser und Filtration gewonnen. 

Beispiel : 

6. Je 1,2 ecm Fliissigkeit, darin ™/2-KH,PQ,, 0,1 com Hexosephosphat, 
0,2 ccom 20°%oige Glukose. 




















CO, in ccm in 1 Std. | 2Std.20’ 
a) 0,2 ccm 3fach eingedickter Riickstand, mit 860- 
fach Wasser gewaschen. ...... 6+... 0,03 0,04 . 
b) 0,2 cem vom gleichen Riickstand + a ccm 
Hefekochsaft. ....... eo — 1,95 2,74 
¢) 0,2 cem Riickstand + 0,6 ccm Muskelkochsatt | 
| en ee eer ac ee | 1,01 1,34 
d) 0,2 ccm Riickstand + 0,6 ccm Leberkochsaft | | 
0,80 


TE i kg ole - 4% > ace’ a: G eee a se oe | 0,65 


1) «Zymasegirung>, S. 214. 
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Da& es sich bei den Girungsaktivierungen tatsichlich 
um die Wirkung eines Coferments handelt und nicht um son- 
slige Milieubedingungen, wurde durch vielfiltige Kontrollen 
sichergestellt. Weder die Zugabe von Glykogen, noch von 
milchsaurem oder brenztraubensaurem Natrium veranlafte in 
An- oder Abwesenheit von Fruktose den cofermentfreien, ge- 
waschenen Riickstand zu einer irgendwie merklichen Gérung. 
Das brenztraubensaure Na wird zwar, nach der Entdeckung 
Neubergs, selbst und zwar ohne Mitwirkung des Coferments 
vergoren. Aber die aus 1 ccm einer 0,1°/oigen Lésung (= "/100) 
im ganzen gewinnbare CO,-Menge betragt nur 0,2 cem und ist 
obendrein wohl schon vor Beginn der Messungen groéBtenteils 
abgegeben. Eine hohere Konzentration als 0,2°/o (entsprechend 
0,5 cem Muskelkochsaft) liegt aber im Muskelextrakt keines- 
falls vor. Eine Stimulierung der Zuckergérung durch brenz- 
traubensaures Na, wie sie von Oppenheimer!) und Neu- 
berg?) beschrieben ist, findet anderseits bei vollig coenzym- 
freiem Riickstand nicht mehr statt. Ferner ist auch die 
Garungsgeschwindigkeit bei Zugabe von Muskelextrakt und 
Hexosephosphat zum Riickstand, aber Abwesenheit von Zucker 
héchstens ein Fiinftel von der bei Anwesenheit desselben — 
es handelt sich dabei um die Vergirung des Hexosephosphats 
und wohl auch des Muskelglykogens —; aus all dem geht 
hervor, daf etwaige ohne Mitwirkung von Coenzym vergirende 
Substanzen im Muskelextrakt fiir die beobachtete CO,-Bildung 
nicht verantwortlich sein kénnen. 

Welche Rolle spielt nun vermutlich dies Coenzym bei 
der Atmung? In den erwaéhnten Ver6ffentlichungen?) habe ich 
die Sauerstoffatmung des Hefemacerationssafts beschrieben und 
ihre Zerlegung in zwei Komponenten: eine thermolabile, nicht 
dialysierende («Enzym») und eine beschrinkt thermostabile, 
durch Ultrafiltration abzuscheidende (<«Atmungsk6rper»), durch 
deren Zusammenwirken erst die Atmung von statten geht. 
Es ist dabei schon darauf hingewiesen, daf dieser letztere in 


') Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 235 (1914—15). 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 71, S. 1 (1915). 
°) Pfliigers Archiv. 
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allen bekannten chemischen Eigenschaften (beschrankte Thermo- 
stabilitéat, Dialysierfahigkeit, Alkoholfallbarkeit, Alkaliempfind- 
lichkeit, sehr beschrankte Fallbarkeit durch Bleiacetat) dem 
Coenzym der Gédrung sehr nahe steht. Das hat sich auch 
weiterhin bestatigt, und ich mufi daher mindestens eine teil- 
weise Identitét beider annehmen, insofern als der «Atmungs- 
kérper» jedenfalls auch noch das oxydable Substrat enthalt, 
das von dem Sauerstoffiibertrager verschieden sein kann — 
aber nicht sein muf. In einem Fall ware das Garungscofer- 
ment selbst die oxydable Substanz, im andern (wahrschein- 
licheren) Fall entspriiche es nur einem Sauerstoffiibertrager, 
ware also auch ein richtiges Coenzym der Atmung. In jedem 
Fall ergibt sich daraus das Postulat, daB die Atmung 
des inaktiven Ultrafiltrationsritickstands ebenso wie 
durch Hefekochsaft auch durch Muskelkochsaft wie- 
der hervorgerufen werden muB. Und das ist in der 
Tat vollstandig der Fall. Die mit diesem letzteren wieder- 
erweckte Atmung zeigt dieselben Gesetzmafigkeiten wie die 
des Macerationssafts selbst, so die Steigerung durch Methylen- 
blau ums mehrfache. Daneben hat der Muskelextrakt noch 
die Eigenschaft, die Atmung des nicht filtrierten Macerations- 
safts um 100°/o zu steigern, wahrend die Steigerung durch Hefe- 
kochsaft nur schwach ist, sodaB infolgedessen die durch Muskel- 
kochsaft erregte Oxydationsgeschwindigkeit des Ritickstands 
doppelt so grofi ist wie die durch Hefekochsaft erregte. Wah- 
rend ich wegen aller Kinzelheiten auf die ausfiihrlichen Publi- 
kationen verweisen mu8, sei ein derartiger Versuch angefiihrt. 
Die Atmungsversuche werden zum Unterschied von den Gi- 
rungsversuchen bei neutraler Reaktion unter Sattigung mit 
Phenylurethan (wegen Bakteriengefahr) vorgenommen. 


7. Je 2 ccm Fliissigkeit; Extrakte und Zusatze wie angegeben. 29°. 








| | 
cmm Sauerstoff (0°, 760 mm) in | 1_Std. | 2 Std. 
| 
a) 1,1 ccm Macerationssaft........... | 34 | 62 
b) 11 > > +-0,9 Hefekochsaft.. | 44 | 81 
©) 11 > , +. 0,9 Muskelkochsaft | 65 | 125 




















Toco, 
Sion _ 
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(Fortsetzung.) 








cmm Sauerstoff (0°, 760 mm) in | 1Std. | 2Sta 





d) 0,4 ccm 3fach eingedickter Riickstand, mit 230- | 
fach Wasser gewaschen -+ 1,6 ™/:s-neutralem | | 


Phosphatgemisch . . . 2. 1. + 2. se ee eves : 1 2 
e) 0,4 ccm Riickstand -+- 1,4 ccm Hefekochsaft. . | 25 48 
f) 0,4ccm Riickstand-+-1,4 ccm Hefekochsaft +-0,2 | 

cem 0,5°/oiges Methylenblau (mediz. Héchst). . | 77 125 
g) 0,4 ccm Riickstand -} 1,6 ccm Muskelkochsaft | 47 93 
h) 0,4 cem Riickstand +- 1,6 com Muskelkochsaft | 

+ 0,2 ccm 0,5°%/oiges Methylenblau. .... . | 75 146 
i) 1,0 ccm Hefekochsaft (ohne Riickstand)... . | 3 6 
k) 1,8 cem Muskelkochsaft (ohne Riickstand). . . | 0 0 





Dieselben Erscheinungen lassen sich nun bei der 
Atmung grob zerkleinerter Muskulatur nachweisen. 
Es ist zuerst von Batelli und Stern gezeigt worden, daB im 
Muskelgewebe die Atmung durch Waschen mit Wasser erlischt 
und durch Zugabe des Extrakts wieder hervorzurufen ist. Sie 
haben daftir eine Substanz «Pnein» verantwortlich gemacht.!) 
Verschiedene Angaben dieser Autoren iiber die von ihnen ge- 
fundene Gewebsatmung sind von anderer Seite bestritten 
worden,?) auch stimmt die Wirkung des «Pnein» mit dem 
«Atmungsk6rper» in wesentlichen Punkten nicht tiberein, da 
das Pnein die Atmung nur wenige Stunden nach dem Tode 
des Tieres, und nur die der festen unverinderten Struktur- 
elemente erregen soll, die sog. «Hauptatmung», der Atmungs- 
korper aber den Oxydationsvorgang im fliissigen Hefeextrakt 
und in Monate alter, gewaschener Acetondauerhefe aktiviert. 
Aber wie es sich auch init den Vorstellungen der genannten 
Schweizer Forscher verhalten mag, so erlischt jedenfalls, wie 
ich finde, die Atmung grob zerkleinerter Froschmuskulatur 
durch mehrfaches Ausziehen mit groBen Mengen Wasser voll- 





') Zusammenfassung: Abderhaldens Handbuch d. biochem. Ar- 
beitsmethoden III, 1, 468, 

*) Harden und Maclean, Journ. of Physiol., Bd. 43, S. 34. War- 
burg, Pfliigers Arch., Bd. 158, S.19 (1914). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 12 
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stindig und wird durch Zugabe des Muskelkochsafts wieder 
hervorgerufen. Auch hier zeigt sich die beschrankte Thermo- 
stabilitiit des Atmungskérpers und die Steigerung der Oxyda- 
tionsgeschwindigkeit durch Methylenblau ums_ mehrfache. 
Ebenso gut nun, wie durch Muskelkochsaft, wird die 
erloschene Atmung des extrahierten Muskelgewebes 
durch Hefekochsaft wieder hervorgerufen und zeigt 
die gleichen GesetzmaBigkeiten. Auch hier sei aus 
zahlreichen Versuchen nur ein Beispiel angefiihrt. 

8. Froschmuskulatur mit der Schere fein zerschnitten. 10g 
werden fiinfmal in 400 cem destillierten Wassers aufgeriihrt und 
nach kurzem Stehen jedesmal durch Gaze abfiltriert; nachher 
durch Abpressen auf Filtrierpapier wieder auf das urspriingliche 
Gewicht gebracht. Versuch ohne Phenylurethan bei 25°. 


Je 2,5 ccm Flissigkeit; alles neutralisiert (mit "/1o-NaOH) auf py, 

















cmm Sauerstoff in | 3 Std. 








a) 0,5 g urspriingliches Muskelgewebe (nicht extrahiert) 

-+- 1,5 com ™/:s-Na,HPO, + 0,4-"/10-NaOH ...... 127 
b) 0,5 g extrahiertes Muskelgewebe -++- 2,0 ™/:5s-Na,HPO, . 0 
c) 0,5 » extrah. Muskelgew. -++ 1 shat aiite hliel 15 ccm 

0,5 °/o iges Methylenblau i sth les Sp igle cane Page eae ‘ 3 
d) 0,5 g extrahiertes Muskelgewebe -+- 1,8 ccm Hefekochsaft 113 
e) 0,5 g extrahiertes Muskelgewebe -+- 1,8 ccm Hefekoch- 

saft -+- 0,15 ccm 0,5 °%/oiges Methylenblau ...... 197 
‘) 1,8 cem Hefekochsaft (ohne Muskel). .....-... 49 


Aus diesen Versuchen ziehe ich den SchluB, daf das 
Coenzym der Girung mit dem Atmungskoérper der getéteten 
Hefe und des Muskelgewebes wenigstens zum Teil identisch 
ist. Dies Resultat stiitzt die schon recht alte Hypothese, fiir 
die aber bislang wenig Beweise vorlagen, dai die ersten 
Phasen der Atmung und Garung nahe verwandt sind. Nehmen 
wir dazu die neuerliche Feststellung Embdens und Laquers, 
da im Muskel die Glukose fiir die anaerobe Milchséurebildung 
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zu Hexosediphosphorsiure verestert wird!) — ebenso wie bei 
der Girung — und die Entdeckung Neubergs, daf die Ver- 
girung der Brenztraubensdéure durch Hefeprefsaft ohne Mit- 
wirkung des Coferments von statten geht,?) so drangt sich 
die Vermutung auf, da8 die Uberfiihrung des Zuckers in eine 
3-Kohlenstoffverbindung, die dann vergoren oder oxydiert 
werden kénnte, im Fall der Atmung und der Garung ein aéhn- 
licher Vorgang sein méchte und in beiden Fiillen desselben 
Coferments bediirfte. 

') Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 94 (1914/15) und Bd. 98, S. 181 (1916/17). 


?) Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 141 (1913); s. auch Harden, Bio- 
chemical Journal, Bd. 7, S. 214. 


12* 
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I. Mitteilung. 
Zur Methodik der Bestimmung des Blutkalks, 
Von 
Dr. W. H. Jansen, Assistent der Klinik. 





Aus der II. medizinischen Klinik der Universitat Miinchen (Vorstand: Prof. Fr. Miller). 
(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1917.) 


Bei Untersuchungen, welche ich tiber die Beeinflussung 
der Blutgerinnung durch Kalk-Extragaben anstellte, mufte ich 
mein Interesse iiber dieses engere Gebiet hinaus auf allgemeinere 
Probleme des Kalkstoffwechsels ausdehnen. Das Studium dieser 
Fragen erschien mir um so notwendiger, als unsere Anschau- 
ungen tiber Kalkresorption und Kalkgewinn des Organismus 
bis heute nicht geniigend geklart sind, und weil ferner eine 
sichere Beurteilung des Blutkalkgehaltes, oder des sog. Blut- 
kalkspiegels und seiner verschiedenen Variationen nicht 
moéglich ist. Dies letztere findet darin seine Erklarung, daf 
wenige Blutkalkanalysen wegen der damit verbundenen Schwie- 
rigkeiten ausgefiihrt wurden. Wenn die bereits vorliegenden 
Analysenresultate tiber die GréBe des Blutkalkgehalts so grofe 
Differenzen zeigen, so diirfte dies haupts&chlich an der Ver- 
schiedenartigkeit und Ungenauigkeit der angewandten Unter- 
suchungsmethoden liegen. Ich halte deshalb einleitend eine 
kritische Besprechung der Blutkalkanalysen fiir notwendig, um 
so mehr als dadurch dieser oder jener Widerspruch in den 
Untersuchungsergebnissen der verschiedenen Autoren unter 
jeweiligem Hinweis auf die Fehlerméglichkeit in der Analyse 
geklart werden kann. Ferner sind die meisten Analysen an 
pathologischen Fallen gemacht worden. Vorbedingung fir 
eine genaue Kenntnis des Kalkgehaltes im Blute und 
seine durch verschiedene Einfliisse bedingte Variatio- 
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nen ist eine exakte Feststellung des Blutkalkgehalts 
an gesunden Individuen und eine systematisch durch- 
gefiihrte Reihenuntersuchung an ein und demselben 
Individuum, das verschiedenen Bedingungen der Kalk- 
aufnahme unterworfen worden ist. 

Um einigermafien exakte Resultate bei Untersuchungen 
des Blutkalks zu erzielen, sind wegen seines geringen Gehaltes 
100 cem Blut im Minimum zur chemischen Analyse notwendig. 
Abgesehen davon, dafi bei der Verarbeitung so grofer Mengen 
organischer Substanzen die Analyse sehr zeitraubend und miihe- 
voll ist, wird sie in ihrer praktischen Ausfiihrbarkeit dadurch 
unmdéglich, daB man zu fortlaufenden Untersuchungen an dem- 
selben Individuum diesem nicht jedesmal so grofie Mengen 
Blut entziehen kann, ohne es zu schadigen. 


In der richtigen Bewertung einer solchen Unmoglichkeit, 
am Lebenden die Variationen des Blutkalkspiegels auf diese 
Weise zu bestimmen, suchten in neuerer Zeit einige Forscher 
andere Wege zu seiner Bestimmung. 


Blaire-Bell (*) ziahlte in der ZeifK-Thomaschen Zahlkammer 
in einem Tropfen Blut die durch zugefiigte Oxalsiure gefallten Calcium- 
oxalatkrystalle und berechnete aus der gefundenen Zahl der Krystalle 
den Calciumgehalt. Diese Zaihlmethode kann wegen der vielen Zufallig- 
keiten: wie mangelhafte Ca-Fallung aus dem Blut, unregelmifhige Krystall- 
formen, differente Krystallgréfen u. a. sicherlich keinen Anspruch auf 
Genauigkeit erheben. Ich verweise diesbeziiglich auf das Urteil von 
Lamers (*), der mit dieser Methode zu arbeiten versuchte und zu dem 
Schlu& kommt, «<dafs die Methode den Anforderungen der Richtigkeit, 
Genauigkeit und Brauchbarkeit nicht entspricht>. Andere Forscher suchten 
aus dem biochemischen Vorgang bei der Blutgerinnung Anhaltspunkte fiir 
die vergleichende Beurteilung des Kalkgehalts im Blute zu gewinnen. So 
meint Weifs (*), daf durch die Verabreichung von Kalk eine Stérung der 
lonen-Konzentration im Blute im Sinne einer Ca-Vermehrung eintritt, 
und dafs diese Gleichgewichtsstérung ihren Ausdruck in einer verkiirzten 
Gerinnungszeit findet. Die Gerinnungszeit des Blutes ist demnach ein 
Mafstab fiir seinen Kalkgehalt. Demgegentiber méchte ich einwenden, 
dafi die Gerinnungszeit des Blutes je nach der angewandten Methode 
wechselt und nur Vergleichsresultate, aber kein absolutes Mab liefert, 
und dafs die Gerinnung selbst von verschiedenen Faktoren abhangig ist. 
Stehen sich doch in dieser Frage noch zwei prinzipiell verschiedene Auf. 
fassungen gegeniiber. Nach Alex. Schmidt (4), Morawitz (°), Fuld 
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und Spiro(®) ist die Gerinnung ein fermentativer Prozefh, bei 
welchem ein im Blutplasma vorgebildeter, fermentartiger, Kérper durch 
aus zelligen Elementen entstehende Katalysatoren aktiviert wird, wobei 
Kalksalze nétig sind. Nach Woolridge (7) und Nolf (§) ist sie eine 
chemische Fallungsreaktion zweier, bezw. dreier kolloidaler Kérper, 
ebenfalls in Gegenwart von Kalksalzen. Die Umkehrung des Satzes: «ohne 
Kalk keine Gerinnung» in das Gegenteil: «je mehr Gerinnung, desto mehr 
Kalk», ist nicht ohne weiteres angingig. 

Im engsten Zusammenhang mit der Gerinnung steht eine Methode 
zur Bestimmung des Kalkgehalts im Blute, wie sie von Wright (°*) aus- 
gearbeilet wurde. Ihr Prinzip besteht in der Aufhebung der Gerinnungs- 
fahigkeit des Blutes durch oxalsaure Salze. In Kapillarréhrchen werden 
die gleichen Quantitaéten Blut aufgesaugt, mit denselben Mengen von 
Ammoniumoxalatlésung von aufsteigender Konzentration gemischt, und 
diese Mischung in Kapillaren dann der Gerinnung iiberlassen. Aus der 
Oxalatkonzentration, die gerade der Gerinnung vorbeugt, kann man mit 
Hilfe der Molekulargewichtsgleichung den Kalkgehalt des Blutes berechnen. 
Diese Methode gibt nur relative Werte, die jedoch ausreichend fir ver- 
gleichende Kalkbestimmungen sein sollen. 


Sie hatte, wenn dies wirklich der Fall ware, als Mikromethode ihre 
Vorziige. Soweit ich die deutsche Literatur in dieser Frage iiberschaue, 
ist diese Methode in ihrem Original nur von Cristea und Denk (*9), 
von Neurath('!) und von Katzenellenbogen('*) ihren Blutkalkunter- 
suchungen zugrunde gelegt worden. Die Ergebnisse ihrer Arbeiten beweisen 
aber keincswegs die Brauchbarkeit der Methode, auch nicht fiir ver- 
gleichende Bestimmungen. Denn um wirklich noch bemerkbare Ausschlage 
betreffs der Gerinnung zu sehen, miissen die Differenzen in den zugefiigten 
Ammoniumoxalat-Konzentrationen relativ hoch gewihlt werden: ‘/s00, 
‘/oo0, */1200, ‘/1500, 4/1800. Bei der letzten Konzentration bleibt das Blut 
meist fliissig, es beginnt erst bei 1/1500-Konzentration deutlich die Ge- 
rinnung zu zeigen. Diese und die nun folgenden Oxalatkonzentrationen 
entsprechen nach der Molekulargewichtsgleichung (Ammoniumoxalat -{- 
1 aq. = 142, CaO = 56) einem prozentualen Kalkgehalt von 26,2 mg, 
32,8 mg, 43,8 mg und 65,7 mg. Gemaf den Konzentrationsdifferenzen 
liefen sich mithin erst Kalkwerte innerhalb der Grenzen von 6,6 mg, 
11 mg und 21,9 mg CaO ermitteln. Bei dem Bestreben des Blutes, seine 
Ionen-Konzentration méglichst konstant zu erhalten, diirften Schwankungen 
von solcher Grife theoretisch kaum méglich sein. Wenn anderseits 
Wright (*) bei demselben Individuum unter denselben Versuchsbedin- 
gungen Schwankungen zwischen ‘/900- und ‘'/1500-Konzentration = 17,6 mg 
CaO im Blute findet, oder Cristea und Denk ('°) Schwankungen zwischen 
1/s90- und '/i200-Konzentration = 32 mg CaO als «innerhalb der Fehlgrenze 
der Methode liegend» ansehen, dann spricht eine solche — mit 50—100°/o 
Fehlergrenze — sich ihr eigenes Urteil. 























3 
H 











cae ies 


Kalkstudien am Menschen. 179 


Voorhoeve (‘°) nahm dann zur Erlangung besserer Resultate 
eine Modifikation dieser Methode vor. Er zog in eine 5 ccm fassende 
Spritze bis zur Halfte Blut auf, das er durch Venenpunktion gewann, in 
die andere Hialfte Ammoniumoxalatlésung, die gegeniiber dem Molekular- 
aquivalent des Blutkalks bedeutend gréfer war. Dann fiigte er diesem 
Gemisch aufsteigende Konzentrationen von CaCl,-Lésung hinzu, bis die 
Gerinnung des Bluies eintrat. Aus dem Verbrauch an CaCl, berechnete 
er dann den Kalkgehalt des Blutes. Einzelheiten besagt die Originalarbeit. 
Diese Modifikation hat das Wrightsche Prinzip zur Grundlage. Es wird 
die Gerinnung (nicht die Gerinnungszeit) gewissermafen als Indikator 
fiir das erste Auftreten von léslichen Kalksalzen im Blute benutzt. Dies 
erscheint mir keineswegs angingig. Denn eine biochemisch so kompli- 
zierte Fliissigkeit wie das Blut ist nicht wie eine reine Lésung von Kalk- 
salzen. 

1. Kann man nicht, wie bei dieser, die Kalksalze durch Oxalate 
quantitativ fallen, und dann den Uberschufi an Oxalatlisung in derselben 
Blutfliissigkeit durch CaC],-Lésung gewissermafen zuriicktitrieren, um so 
den Blutkalkgehalt zu ermitteln. 

2, Kann man den Eintritt der Gerinnung, der sicherlich an die 
Anwesenheit von Kalksalzen, aber aufferdem noch an andere Faktoren 
gebunden ist, deren Wechselwirkungen untereinander wir unter solchen 
geinderten physikalischen-chemischen Umstanden gar nicht kennen, nicht 
als Indikator benutzen. Ist es doch wahrscheinlich, dafs das zum Oxalat- 
blut hinzugefiigte CaCl,, aus dessen Verbrauch der Kalkgehalt des Blutes 
berechnet wird, die Gerinnung herbeifiihren kann, ohne dafs es vorher 
zur Fallung mit dem iiberschiissigen Ammoniumoxalat kommt, und ohne 
dafi dieses quantitativ gebunden wird. 

3. Kann nur der ionisierte Anteil des Blutkalks im giinstigsten Fall 
bestimmt werden, wahrend der gebundene Kalk unberiicksichtigt bleibt, 
der nach Untersuchungen von Rona und Takahashi ('*) 25—30°/o des 
Gesamtkalkes im Blut betragen kann. 

Es spielen bei dieser Methode eben zu viele unbekannte Faktoren 
mit, als da’ sie — wenn auch nicht absolute Zahlen — auch nur ein- 
wandfrei brauchbare Vergleichszahlen mit Sicherheit liefern kénnte. 


Auf diesen Wegen diirfte man also kaum zu einem befrie- 
digenden Ergebnis kommen. Es bleibt vorerst nur die che- 
mische Analyse als einzig sichere Méglichkeit der Bestim- 
mung. Ich bin mir dabei bewuft, daB sie in Form der Blut- 
aschenanalyse angewandt nur AufschluB iiber den wahren Gehalt 
des betreffenden Mineralstoffs geben kann, uns aber nichts iiber 
die Form und Art seines Vorkommens, sei es als Salz oder 
Kolloid, auch nichts iiber seine Konzentration als Ion sagen 
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kann. Wohl aber diirften wir mit ihrer Hilfe mehr Einblick 
in die Wechselbeziehungen der Ionen untereinander gewinnen 
und etwas Niaheres iiber die Bedingungen erfahren, unter welchen 
diese erfolgen. Bei der bisher geitibten gravimetrischen 
Methode der Kalkbestimmung sind aber, wie schon oben 
bemerkt, mindestens 100 ccm Blut zur Analyse notig. Ist doch 
auch dabei die Fehlergrenze immerhin noch grof genug. Bei 
einem mittleren Blutkalkgehalt von ungefaéhr 10 mg CaO wiirde 
diese, unter Berticksichtigung der unvermeidlichen Analysen- 
fehler — wie z. B. des Wiegefehlers —, in einer Héhe von 
1 mg schon bei 10°/o liegen. Also sind 100 ccm Blut die 
Mindestmenge an Analysenmaterial. Das Analysenresultat wird 
hierbei genauer, wenn man das CaO als grofes Molekiil be- 
stimmt, wie dies z.B. Hamburger (15) in einer neueren Arbeit 
getan hat. Er fillte aus dem alkoholisch gemachten, salzsauren 
Blutascheauszug das Ca mittels verdtinnter Schwefelsiure und 
wog es dann als CaSQ,. Ich bemerke dazu, dai das CaSO, 
in saurer alkoholischer Fliissigkeit zum Teil léslich ist. Ferner 
konnte ich in einer gréSeren Anzahl Versuchen nachweisen, 
dai das Eisen in dem Salzgemisch, wie es der Blutaschen- 
auszug darstellt, zum Teil mitgerissen und im Niederschlag als 
CaSO, mitgewogen werden kann, wie dies Gutmann (4?) und 
von der Heide (#5) ebenfalls bestatigt haben. 

Nun wies Kriiger (16) nach, dafB die Hempelsche Me- 
thode (‘*) der Kalkbestimmung durch Titration mit Normal- 
Kaliumpermanganatlésung gerade fiir kleine Kalkmengen sehr 
brauchbare Resultate ergibt. Seine Bestimmungen kleiner Mengen 
Ca von 0,995 mg bis 2,985 mg in Form von Carbonat weisen 
eine Fehlergrenze von nur 0,5 bis 7,87°/o und einen Mittel- 
wert von nur 2,34°/o auf. Nach dieser Richtung angestellte 
Versuche veranlaften mich jedoch nicht zur Anwendung der 
Methode, obwohl die Versuchsresultate nicht schlecht ausfielen. 
Eine Quantitét von 10 ccm Blut erschien mir als eine im 
Interesse der Versuchsperson und auch in dem einer nicht 
allzu zeitraubenden Verarbeitung liegende, hdchstzulassige 
Menge. Diese geringe Blutmenge enthilt aber so wenig Kalk, 
daf er nur mit "/100-Permanganatlésung titriert werden konnte. 
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In dieser Weise haben auch in neuerer Zeit Forscher, wie 
Teissier, Morel und Thévenot ('*), sowie Lamers (2), 
der bei 40—50 ccm Blut mit "/s0-Permanganatlisung arbeitete, 
ihre Blutkalkuntersuchungen gemacht. Die Griinde, diese Methode 
nicht anzuwenden, waren fiir mich folgende: 

1. war der Farbenumschlag oder die restierende Rot- 
firbung bei der "/100-Permanganatlésung zu inkonstant und 
wenig intensiv, sodai ich immer im Zweifel war, wann das 
Ende der Titration erreicht, das heift, alle Oxalséiure oxydiert 
war. Lamers empfiehlt bei seiner Titration mit "/50-Perman- 
ganatldsung 4 mal den Umschlagspunkt der Farbreaktion zu 
bestimmen und aus diesen vier Bestimmungen den Mittelwert 
in Rechnung zu setzen, sicherlich auch ein Zeichen der Inkon- 
stanz und Ungenauigkeit der Reaktion. 

2. Ist die "/100-Permanganatlésung zu unbestindig, sodab 
eine jedesmalige Neueinstellung ihres Titers mittels einer 
n/:o0-Oxalsaéure nétig wurde, was sehr miihevoll und zeitraubend 
ist. Dieser Unexaktheit der Titration mit Kaliumpermanganat- 
lésung ging Aschenheim ('9%) dadurch aus dem Wege, dab 
er eine von Leegler ausgearbeitete Titrationsmethode an- 
wandte. Nach Gewinnung des CaQ aus der Blutasche, «wie 
iiblich», wird dieses in Salzséure gelést und dann das CaO 
aus dem Verbrauch an Chlor, das durch Titration gegen Silber- 
nitratl6sung bestimmt wird, berechnet. Gegen diese Chlor- 
bestimmung und Umrechnung auf CaO laft sich, soweit der 
titrimetrische Anteil in Frage kommt, nichts einwenden. Betreffs 
der «tiblichen» Gewinnung des CaO aus der Blutasche verweise 
ich hier schon auf meine spiéteren Ausfiihrungen. 

Auf dem einmal beschrittenen Wege der Titration setzte 
ich meine Versuche mit der von F. R. Mohr (*°) vorgeschla- 
genen Alkalimetrie zur Bestimmung des Kalks fort. Die bis 
heute in der Literatur mitgeteilten Kalkwerte im Blut schwanken 
zwischen ca. 3—40 mg-°/o CaO. Ich mufte also von einer 
Methode verlangen, daf sie entsprechend der oben postulierten 
Quantitét von 10 ccm Analysenblut einen Gehalt von 0,3 bis 
4,0 mg CaO ohne allzuweite Fehlergrenze noch ermitteln lief. 
Theoretisch betrachtet, mufte die Alkalimetrie diese Forderung 
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erfiillen, wenn die Normallésung nur hinreichend verdiinnt 
wurde und der Indikator fein und scharf genug war. Ich wahlte 
zu diesem Zwecke exakt stimmende "/100-Natronlauge und 
N/io0-Salzsiure, deren jede auf 500 ccm einen Zusatz von 
15 Tropfen alkalisch gesattigter Lésung von Dimethylamido- 
azobenzol-o-Carbonsaure (Methylrot) erhielt. Ein Umschlag von 
Rot in Gelb trat nach erfolgter Neutralisation schon bei einem 
Tropfen der Losung exakt und deutlich sichtbar auf. Im folgenden 
bringe ich in Form von Tabellen eine Anzahl von Blindver- 
suchen, an denen man am besten den Wert der Methode beur- 
teilen kann. 


Es wurden 620 mg des bis zur Gewichtskonstanz gegliihten 
CaO in 500 ccm ®/10-Salzsiure gelést. Von dieser salzsauren 
CaO-Lisung wurden 50 ccm auf ihren CaQ-Gehalt erst titri- 
metrisch bestimmt. Fiir 1 cem salzsaurer CaO-Loésung ergaben 
sich hierbei folgende Werte: 

1 ccm CaO-Lésung = 1,24 mg gravimetrisch, 

1 ccm CaO-Lésung = 1,232 mg titrimetrisch. 
Bestimmte Mengen dieser Lésung wurden ammoniakalisch 
gemacht, in der Siedehitze auf dem Wasserbad mit siedender, 
kalt gesittigter Ammonoxalatlésung versetzt, 6—10 Stunden 
auf dem Wasserbad stehen gelassen, der Niederschlag abfiltriert 
und samt dem Filter verascht und in der Weifglut 15 Minuten 
gegliiht. Der so erhaltene reine Kalk wurde nach dem Prinzip 
der Alkalimetrie weiter behandelt. Die Resultate zeigt Tabelle 1. 




















Tabelle 1. 

| - l —— 

Angewandte Mengen | Gefundene | Beleg (‘/oo Titer) 

_ —}CMeengen | 
cem der Lisung = CaO CaO Saureverbr. | 
Konstant 
ccm | mg | mg | ecm 

tl 062 | 0616 | 22 0,28 

1 | 1,24 | 1,232 | 44 0,28 

2 | 2.48 | 2492 | = 89 0,28 

3'/s | 434 | 434 | 155 0,28 
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Diese Versuche zeigen, dali Werte von 0,62 bis 4,34 mg 
CaO mit einem hohen Grad von Genauigkeit mittels der Alkali- 
metrie wiedergefunden werden k6énnen. 

Es ergibt sich nun die weitere wichtige Frage, wie man 
aus dem Blut das CaO rein und quantitativ gewinnen kann. 
Von den im Blut befindlichen tibrigen Mineralstoffen werden 
0, CO,, Cl, Na und K durch starkes Glihen zum groBen Teil 
verfliichtigt. Es bleiben im salzsauren Auszug der Blutasche 
hauptsichlich nur Kalk, Magnesia, Eisen und Phosphorsiure. 
Zur quantitativen Fallung des Kalks ist die Entfernung der 
beiden letzteren unbedingt notwendig. Es sind fiir diesen Zweck 
in den Lehrbiichern und den einschligigen Arbeiten verschiedene 
Methoden und Variationen innerhalb dieser zur Erzielung exakter 
Resultate beschrieben worden, die ich im folgenden kurz 
kritisch besprechen will. 


So entfernt Verdeil (#') aus dem salzsauren Ascheauszug durch 
Schwefelammonium erst das Eisen, bestimmt dann das Ca als Phosphat 
und rechnet in CaO um. Schmidt (*#*) fallt durch Ammoniak <die Ge- 
samtmengen der Kalk- und Magnesiaphosphate», die er dann in Salzsiure 
wieder list. Aus dieser brachte er alsdann durch Zufiigen von Natrium- 
acetat das Eisen als Eisenphosphat heraus, um in dem nun essigsauren 
Filtrat durch Oxalatsalz den Kalk zu fallen. Auf diese Weise konnte er 
das gegenseitige Verhaltnis der Erdphosphate berechnen. Die Phosphor- 
siure des Blutes wird bei diesem Verfahren zum gréftten Teil an das 
Eisen gebunden und diirfte meines Erachtens nicht mehr zur Bindung 
simtlicher alkalischer Erden im Blute ausreichen, sodafs deren Gehalt 
als zu miedrig gefunden werden muf. 

Moraczewska (**) entfernt zuerst die Phosphorséure durch 
Molybdansiéure und fallt aus dem neutralisierten, mit Essigsiure ange- 
sdiuerten Filtrat durch Oxalat den Kalk. Dies erscheint mir schon des- 
halb nicht angingig, weil in Gegenwart des Uberschusses an Molybdiin- 
sdure der Kalk nicht quantitativ ausfallt. 

Andere Forscher, wie Jarisch (#*), Landsteiner (*°) schieden 
Eisen- und Phosphorsdure mittels Ammoniak als basisch phosphorsaures 
Eisen aus der salzsauren Lisung ab. (Vergl. Treadwell (**), Dabei 
bilden sich auch Calciumphosphate, die mit dem Niederschlag abfiltriert 
werden. Wiederholtes Umfallen dieses Niederschlags verringert zwar die 
Bildung von Calciumphosphaten und verbessert also das Analysenresultat, 
vermag aber den Fehler nicht vollstaindig zu beheben. 

Um die Phosphatbildung der Erdalkalien in der ammoniakalischen 
Lésung zu vermeiden, oder die gebildeten Phosphate selbst wieder zu 
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lésen, fiigt man Fssigséure bis zur sauren Reaktion hinzu und fallt aus 
essigsaurer LOsung Eisen-Phosphorsiure mit Ammoniumacetat als basisch- 
essigsaures Eisenphosphat. Nach diesem Verfahren haben Dennstedt 
und Rumpf (*’), Hirschler und Terray(**), Proskauer (*%) u.a. ihre 
Blutkalkbestimmungen ausgefiihrt. Um méglichst samtliche Phosphorsaure 
mit zu entfernen, empfiehlt Aron (°°) den Zusatz von 5—10ccm einer 
10°/oigen Eisenchloridlésung. Diese Methode der Ca-Bestimmung mit und 
ohne Eisen-Zusatz findet sich in den meisten Lehr- und Handbiichern der 
analytischen Chemie der neueren Zeit, und wenn man in den einschlégigen 
Kalkarbeiten betr. der angewandten Methodik liest, «wie iiblich» oder «in 
iiblicher Weise», so darf man dieses <iiblich» wohl auf diese beschriebene 
Methode beziehen. Ich zitiere als Belege hiefiir Rey (*'), Allers und 
Bondi (**), Rona und Takahachi (‘‘), Aschenheim ('%). Diese «iib- 
liche> Methode habe ich in Form von Blindversuchen ebenfalls einer 
Priifung unterzogen. Die Ergebnisse meiner Analysen zeigt Tabelle 2. 


Tabelle 2. 

















Angewandte Mengen Gefundene | pirorenz 

seu : | Mengen 7 

Ne | ccm = CaO | Fe, Cl, | P.O, | CaO absol. 
_| eem | mg | mg | mg | mg mg 

1. | 05 | 062 20 : 2 | 0,616 | — 0,004 
2 | O6 | O74 | 2 ; 2 | O78 — 0,01 
3. | 07 | 085 | 20 2 | 08t | — 001 
# | 1 | 124 | 100 10 | 0,78 | — 0,46 
| 62 | 248 | 100 10 | 2,48 +0 
6 | 3 | 372 | 100 10 | 3,45 ~~ O97 

| | | | 








Die Analysenresultate zeigen einen hohen Grad von Genauigkeit, 
wenn man von den Analysen Nr. 4 und Nr. 6 absieht. Diese einfach mit 
einem Analysenfehler zu entschuldigen, geht nicht an, da sich im Eisen- 
phosphatniederschlag Kalk nachweisen lief. Zahlreiche andere Analysen 
dieser Art, die ich im Anschluf daran ausfiihrte, und deren Ergebnisse 
ich nicht alle zahlenmafiig mitteilen will, zeigen bisweilen dieselbe Er- 
scheinung. Desgleichen fiihrte ich 12 Analysen mit Menschenblut nach 
dieser Art aus und fand dabei Kalkwerte, die zwischen 4,5 mg %/o und 
12.6 mg °/o CaO schwankten. Der Mittelwert lag bei 7,4 mg °%/o CaO. Ob- 
wohl ich diese Werte fiir den Blutkalkspiegel in der Literatur immer 
wieder bestitigt finde, zog ich auf Grund der an den Blindversuchen 
gemachten Erfahrung die Richtigkeit dieser Werte in Zweifel und priifte 
den Eisenphosphatniederschlag auf etwaigen Kalkgehalt. Dabei konnte 
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ich in den meisten Fallen, bei denen der Kalkgehalt niedriger als 9 mg °’o 
CaO war, stets mehr oder weniger Kalk nachweisen. Bei einem Kalk- 
gehalt von 10 mg °%/o und aufwarts war der Niederschlag kalkfrei. Diese 
Tatsache machte ich zum Ausgangspunkt weiterer Studien in dieser 
Richtung. Ich konnte dabei nachweisen, dafs sich bei der Neutralisation 
der salzsauren Lisung mit Ammoniak in dem entstehenden ersten Nieder- 
schlag aufler dem Eisenphosphat auch kleine Mengen von Erdalkaliphos- 
phaten bildeten, von denen sich auf Zusatz von Essigsdure ein Teil unter 
bestimmten, mir unbekannten Bedingungen nicht liste und dann mit 
abfiltriert wurde. So erklart sich die Differenz in den wiedergefundenen 
Mengen der Tabelle 5. Die Entfernung kleiner Mengen Calcium mit dem 
Eisen und der Phosphorsiure kann verschiedene Ursachen haben. Einmal 
kann mit dem starken Prizipitieren der Eisenphosphate das Calcium mit- 
gerissen und von dem Eisensalz eingeschlossen werden, sodafi es spiter 
in der schwach essigsauren Lésung unléslich wird. Dann kann das Calcium 
mit der Phosphorsdure als dreibasische Séure verschieden basische Salze 
bilden, von denen das zweibasische, also Dicalciumphosphat, in Essig- 
siure fast unldslich ist. 

Handelt es sich vielleicht bei dem im Niederschlag befindlichen 
Calcium um das sekundire Salz? Ich konnte bei qualitativen Versuchen 
in solchen Fallen, wo ein in Essigséure unldsliches Calciumphosphat 
sich bildete, dieses durch Zusatz von Ammoniumcitrat in Lésung bringen. 
Demnach diirfte es sich mit grofer Wahrscheinlichkeit um das Dicalcium- 
phosphat handeln. Ich wiederhole ausdriicklich, daf’ man u. U. das 
Calcium mitentfernen kann, nicht immer muff, wie das ja aus Tabelle 5 
auch klar ersichtlich ist. Immerhin habe ich nachgewiesen, daf in der 
<iiblichen Methode» eine Fehlerméglichkeil liegt. 


Diese Fehlermoglichkeit wird ausgeschaltet, wenn man, 
wie Hoppe-Seyler (**) in seinem Handbuch angibt, die salz- 
saure Losung durch Natriumcarbonat bis zur schwach sauren 
Reaktion abstump{t, ohne daB, wie Fresenius (#4) ausdriick- 
lich hervorhebt, ein bleibender Niederschlag entstanden sein 
darf, und dann mit Natriumacetat Eisen und Phorphorsiure 
entfernt. Nach diesem Prinzip haben mit geringen Variationen 
Bunge (°5), Abderhalden (36) ihre Blutkalkuntersuchungen 
ausgeliihrt. Folgende Blindversuche geben am besten einen 
Mafstab fiir die Beurteilung der Methode ab (vgl. Tab. 3). 
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Tabelle 3. 
_ \Gefund a 
Angewandte Menge etuneene! Differenz |((*/100 Titer) 
embiamiee en | Menge  "Verbr. 
—_ Can ||P | absol. | Sgure 
ccm = CaO | Fe,Cl, | P,O,; CaO 
Nr | | (< 0,28) 
ccm | mg | mg mg mg mg | cem 
| 
1. 0,5 0,62 | 120 8 0,62 +0 | 22 
2. 1 1,24 | 120 8 1,24 +0 | 4,45 
3, 2 248 | 140 8 249 | — 0,01 8,9 
4, 3 3,72 | 140 12 3,75 | +003] 134 
5. 3,5 4.34 | 200 16 434 + 0 15,5 
| 























Diese Versuche beweisen tiberzeugend, daf man aus einer 
salzsauren LOsung, die Eisen und Phosphorsaéure enthalt, den 
Kalk exakt quantitativ bestimmen kann. Somit sind durch 
sie die Grundlagen geschaffen, auf denen fufend ich 
nunmehr an die Blutkalkbestimmungen mit einem 
sicheren Mabstab fiir ihre Richtigkeit und Exaktheit 
herantreten konnte. 

Eine Blutmenge von 10—12 ccm wurde durch Venen- 
punktion der Versuchsperson entnommen, in ein mit Natrium- 
citrat in feinster Verteilung ausgekleidetes Reagenzrohr auf- 
gefangen und dieses dann kraftig geschiittelt. Durch das 
Natriumcitrat in feinster Verteilung gelingt es vollkommen, der 
Gerinnung des Blutes vorzubeugen. Von diesem Citratblut 
wurden mittels einer exakt ausgewogenen Pipette 10 ccm zur 
weiteren Verarbeitung abgemessen. Ich wahlte das gesamte 
Blut zur Kalkbestimmung, weil es mir auf die Gesamtmenge 
des Blutkalks, nicht auf seine Verteilung auf Plasma und Blut- 
korperchen ankam. Die pipettierten 10 ccm Citratblut wurden 
in einer weiten Platinschale auf dem Wasserbade bis zur voll- 
kommenen Trockenheit eingedampft, dann bei allmahlich starker 
werdender Bunsenbrennerflamme verkohlt und die verkohlte 
Masse bis zur Asche stark gegliiht. Der beschriebene Prozeb 
ist wegen der geringen Blutmenge einfach, wenig zeitraubend 
und nicht miihevoll. Das starke Gliihen schadet dem Kalk 
nichts, da fliichtige Calciumsalze nicht bekannt sind. 
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Das starke Gliihen erfordert unbedingt Platininstrumente, denn bei 
allen andern, wie solchen aus Porzellan und Quarz, wird besonders durch 
Eisen-Phosphorsdure die Glasur angegriffen, und diese sintert mit der Asche 
zu einer selbst in konzentrierter Salzsaure unléslichen Masse zusammen. 

Die mit verdiinnter Salzsaure (1:1) aufgenommene Asche 
wird auf dem Wasserbad im Becherglas auf ca. 5 ccm einge- 
dampft und mit Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion 
abgestumpft. Es darf hierbei kein Niederschlag ent- 
stehen, ein bereits entstandener muf in Salzsiure 
wieder gelést werden. Dann erst setzt man zu der schwach 
sauren Loésung 3—4 cem einer 5°/oigen Fe,Cl,-Lésung hinzu, 
um mit Sicherheit samtliche Phosphorséure zu binden. Ein 
vor der Abstumpfung mit Ammoniak erfolgter Zusatz von Eisen- 
chlorid erschwert unter Umsténden wegen der leichten Bildung 
von Eisenphosphat die Neutralisation insofern, als dieses sich 
erst in stirkerer salzsaurer Lésung wieder lésen laBt. Dieses 
Produkt wird dann in der Kalte mit 3—5 ccm einer 50°/oigen 
Ammonacetatlésung versetzt und durch kurzes Aufkochen das 
Eisen aus der schwach salzsauren Lésung als basisch essigsaures 
Eisenphosphat gefillt. Die siedend heife Fliissigkeit wird dann 
durch ein 9 cm-Filter (Schleicher und Schiill Nr. 2589) in 
ein 100 ccm fassendes Becherglas filtriert, und der Niederschlag 
mit ammonacetathaltigem Wasser griindlich gewaschen. Ks ist 
darauf zu achten, dafi der Eisenphosphatniederschlag nicht 
trocken wird, weil dann bei neuerlichem Waschen das Eisen 
in Lésung geht und durch das Filter liuft. 


Bei Befolgung der gegebenen Vorschrift, insbesondere tiber 
die Mengenverhaltnisse der Zusatze, gelingt es fast immer, das 
Eisen und die Phosphorséure durch die erste Fallung vollig zu 
entfernen und eine etwa notwendig werdende Wiederfillung 
aus dem Filtrat zu vermeiden. Eine wiederholte Fallung stellt 
bei Verarbeitung so geringer Mengen immer eine nicht un- 
wesentliche Fehlerquelle bei der Kalkbestimmung dar. Das 
Filtrat wird mit Ammoniak im UberschuB versetzt und auf etwa 
10 ccm eingedampft, wobei sich bei gelungener Fallung kein 
rotbrauner Eisenphosphatniederschlag mehr bilden darf. Bildet 
sich ein solcher, so muf er abfiltriert und wie oben griindlich 
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gewaschen werden. Das eingeengte Filtrat spiilt man in eine 
ca. 50 ccm fassende Krystallschale. 


Jetzt wird zuniicht der Eisenphosphatniederschlag gewissermafen 
zur Kontrolle der ganzen Analyse auf etwaigen Kalkgehalt gepriift. Zu 
diesem Zweck list man ihn vOllig in Salzsiure und fiigt Ammoniak im 
Uberschuf hinzu; der gebildete rotbraune Niederschlag von ammonia- 
kalischem Eisenphosphat wird in konzentrierter Oxalsiure gelést. Die 
griinlich-gelbe, opalisierende Lésung mufs dann vdllig blank und klar 
bleiben. Die Anwesenheit einer Spur Ca verursacht in ihr eine feine 
Triibung. Um letzteres besser wahrnehmbar zu machen, gebrauchte ich 
eine in einem geschlossenen Reagenzrohr befindliche, sicher kalkfreie 
Lisung von entsprechender Farbung zum Vergleich. Ich habe empirisch 
feststellen kénnen, dafs auf diese Weise ein qualitativer Kalknachweis 
bis auf 0,05 mg CaO midglich ist. Zeigt sich bei der Kontrolle eine solche 
Triibung, so ist die Analyse unbrauchbar. 


Die in der Krystallschale befindliche Fliissigkeit enthalt 
aufer dem Ca auch noch Magnesium in Lésung. Uber die 
quantitative Trennung des Ca vom Mg hat Richards (*") ge- 
lehrt, daf man fiir eine méglichst schwache Dissoziation des 
fiir die Ca-Fiillung notwendigen Ammonoxalates in der Lésung 
sorgen muB, was am besten durch Zusatz des leicht dissoziier- 
baren Ammonchlorids erreicht wird. Dieses befindet sich aber 
auf Grund der Neutralisation der Salzséure durch Ammoniak 
in der vorliegenden Fliissigkeit. Indessen reichert man es durch 
Zusatz von 10 cem 10°/oige Ammonchloridlésung an, fiigt 
Ammoniak hinzu und 1a6t letzteres langsam auf dem Wasser- 
bad bis zur Neutralisation der Lésung abdampfen. Zu dieser 
siedenden Lésung setzt man 20 ccm kochende, kalt gesiittigte 
Ammonoxalatlésung hinzu, la®t 4—6 Stunden in der Siedehitze 
stehen und filtriert den Calciumoxalatniederschlag durch ein 
7 cm-Filter (Schleicher und Schill Nr. 589) ab, wobei man 
den Niederschlag griindlich mit ammonoxalathaltigem Wasser 
wischt. Filter mit Niederschlag verbrennt man dann in feuchtem 
Zustande in einem Platintiegel und gliiht danach im Geblase 
zu CaO. Das schneeweife, amorphe CaQ-Pulver wird dann 
sorgsam in ein Becherglas gespiilt, in welchem man vorher 
15—30 ccm "/100-Salzsiure vorgelegt hat. Das Becherglas bleibt 
fiir 1—2 Stunden auf dem Wasserbade, bis simtliches CaO 
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gelist ist. Dann wird der Kalk nach oben beschriebenem Prinzip 
der Alkalimetrie bestimmt. 

In Tabelle 4 teile ich die nach dieser Methode er- 
haltenen Ergebnisse von Kontrollanalysen zweier mensch- 
licher Aderlafblute mit. 
































Tabelle 4. 
: — 
1. Blut | absol. CaO-Gehalt CaO 
Nr. Beleg 
ccm | mg mg °/o 
| 
1. 10 | 1,26 | 126 4,5 < 0,28 
10 1,232 12,32 4,4 << 0,28 
oe Pees ee, oe 
2. Blut 
3. 10 | 0,994 9,94 3,55 X 0,28 
4. 10 | 0,98 9,8 3,5 < 0,28 
5. 10 | 0,994. | 9,94 3,55 >< 0,28 








Trotz der Ubereinstimmung der Blutkalkwerte 
in den Kontrollanalysen braucht diese noch kein Be- 
weis fiir die Richtigkeit einer Analyse zu sein. Um 
aber diesem Zweifel zu begegnen, habe ich dem Blut Nr. 2 
der Tabelle 4 bekannte Mengen von Kalk vorher zugesetzt und 
es dann erst der Analyse unterworfen. Die zugesetzten Mengen 
Kalk wahlte ich verschieden grof, um bei dieser Gelegenheit 
auch zahlenmifig den Grad der Genauigkeit der Methode zu 
bestimmen. Tabelle 5 gibt dariiber Aufschlu8. 10 ccm Blut 
Nr. 2 enthalten 0,994 mg CaO (vgl. Tab. 4). Hinzugefiigt wurden 
verschieden grofBe Mengen der friiheren Kalklésung (vgl. S. 182) 
entsprechend einem bekannten Kalkgehalt, der aus der be- 
treffenden Kolumne der Tabelle 5 ersichtlich ist. Die gefundenen 
Mengen Kalk in der Tabelle entsprechen jedesmal der Summe 
aus Blutkalk und Zusatzkalk. 
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Tabelle 5. 


———>——=————————————————— 
Angewandte anil | Gefundene | Beleg (*/100 Titer) 








a | Differenz | 

- | Menge | | Verbr. Saure 
Nr. hike Kalk-| bi | 

2. Blut lésung = Cad CaO | absol. | (< 0,28) 

| ccm | com | mg | mg | mg | ccm 
1. | 10 —- |— | me | = | 3,55 
2, | 10 | O00 | 0,124; 1,12 +- 0,002 | 4,0 
3. | 10 | 0,5 | 1,62 | 1,624 +- 0,01 | 5,8 
{ | 10 | 0,9 1116 | 2,10 — 0,01 7,D 
5 | 10 | 10 | 128 | 228 | +001 | 8,0 
6. | 10 | 25 131 | 406 | —0038 | 14,5 


Die Analysen der Tabelle 5 beweisen, daf der gesamte 
im Blut befindliche Kalk wieder gefunden wird. Ferner 
besagen sie, dab variable Differenzen in Blutkalkgehalt bis zu 
einem Minimum von 0,124 mg herab exakt ermittelt werden, 
d. h. Schwankungen im Blutkalkspiegel um etwa 10°/o 
stellen eine mit dieser Methode noch wirklich meB- 
bare Gr6éfe dar. Ich habe diese Arbeitsmethode meinen 
Blutkalk- und Kalkstoffwechseluntersuchungen zugrunde gelegt. 

Der Vollstandigkeit halber méchte ich an dieser Stelle noch 
die Kalkanalysen von Erben(**) erwahnen, der nach der Methode 
von Bunsen(?) arbeitete. Diese erfordert 7—10 g Asche, eine 
Menge, die in vivo an Blut nicht zu erhalten ist. In neuester Zeit 
beriehtet Kehrer(*°) tiber zahlreiche Blutkalkanalysen, die nach 
«auBerordentlich genauer und verlablicher Methode bestimmt» 
wurden, ohne indessen néheres iiber diese selbst zu sagen. 

Zum SchluB méchte ich zur Vermeidung von bisher noch 
nicht erwahnten Fehlerméglichkeiten einige Leitsatze zur Technik 
der Analysen aufstellen: 

1. Nur bei tiblicher Zimmertemperatur ausgewogene Pi- 
petten und Biiretten gebrauchen. 

2. Nur mit PlatingefaBen arbeiten. 

3. Simtliches bei der Analyse gebrauchte Wasser muf 
frisch destilliert werden, samtliche Chemikalien miissen frei 
von Kalksalzen sein. 

4. GlasgefaBe diirfen kein Alkali abgeben, weshalb Jenenser 
Glas zu gebrauchen ist. 

5. Normallésungen miissen exakt eingestellt sein. 
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Nachtrag. 


Im letzten Jahre habe ich zur Kalkbestimmung statt der 
Alkalimetrie die Jodometrie vielfach angewandt. Nach Kjel- 
dahls(*#!) Vorschriften muB man bei ihr eine konstante Fliissig- 
keitsmenge mit konstanten Mengen von Jodid und Jodat und 
dieselbe Titrierungszeit anwenden. Ihr Prinzip beruht darin, 
daB die durch das CaO nicht gebundene Siuremenge die ent- 
sprechende Jodmenge in Freiheit setzt, welche dann durch 
Titration mit Thiosulfatl6sung bestimmt wird. Haben die Titrier- 
siure und Thiosulfatlosung dieselbe Konzentration, so entspricht 
die Differenz aus beiden der durch den Kalk gebundenen Saure- 
menge, welche mit 0,28 zur Ermittlung des Kalkgehaltes multi- 
pliziert werden mu. Es gestaltet sich hierbei die Arbeits- 
methodik folgenderweise: Das in 15 cem "/100-Salzséiure auf 
dem Wasserbad geléste CaO wird in der Kite mit 25 ccm 
frisch destillierten Wassers versetzt, alsdann werden 2 ccm 
einer 10°/oigen Kaliumjodidlésung und 4 Tropfen einer 4 °/o igen 
Kaliumjodatlosung und 2 Tropfen einer 1°/oigen Starkelésung 
hinzugefiigt. (Letztere wird zwecks Haltbarkeit mit 20°/oiger 
Kaliumchloridlésung hergestellt.) Es erfolgt dann die Titration 
mit ®/190-Thiosulfatlosung, bis die Blaufiirbung verschwindet. 
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Beitrage zum qualitativen Nachweis des Zuckers im Urin 
mittels alkalischer Kupferlésung. 


Von 


H. Ruoss (Ludwigsburg-Stuttgart). 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1917.) 


Diese Beitriige sollen zeigen 

1. daB die W. Millersche Probe, welche gegenwirtig 
im allgemeinen 6 Versuche erfordert, wesentlich vereinfacht 
werden kann, wenn man das spezifische Gewicht des Urins 
zuvor ermittelt, wodurch sich die 6 Versuche auf einen ein- 
zigen reduzieren; 

2. daB bei positivem Ausfall der Probe die Anstellung 


der Versuche an dem vergorenen Urin itberfliissig wird, wenn 
man die Urine vom spezifischen Gewicht gréfer als 1,020 
verdiinnt; 

3. daB die Entfernung der Phosphate des Urins vor An- 
stellung der Probe umgangen werden kann, indem man die 
alkalische Seignette-Kupferlésung durch eine alkalische Glycerin- 
Kupferlésung ersetzt; 

4, dafi dieser Ersatz die Probe weit empfindlicher macht, 
so da’ 0,005°/o Zucker sich im allgemeinen noch scharf nach- 
weisen lassen. 

Zum Schlusse wird eine einfache Probe angegeben, die 
fiir den praktischen Arzt geeignet sein diirfte, um diabetischen 
Harn zu erkennen. 

Die W. Miiilersche Probe ist zurzeit die empfindlichste 
und zuverlassigste zum Nachweis von Zucker im Urin, denn 

1. der Nachweis kleiner Zuckermengen unter 0,1°/o 
durch die Kohlensiiure bei der alkoholischen Garung ist unzu- 
verlassig, wie ich schon in dieser Zeitschrift nachgewiesen 
habe, und wie auch die Versuche von Pfliiger dargetan haben. 
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2. Der Nachweis des Zuckers mit Wismutsalzen bei 
den Proben von Nylander, Almén und Hammarsten ist 
ebenfalls unzuverlissig, da bei mehr als der Hialfte zucker- 
freier Urine diese Proben positiv ausfallen, wobei es sich — 
nach Pfliiger — nicht etwa um eine spurenhafte Andeutung 
einer Dunkelfarbung des Harns wegen Reduktion des Wismut- 
oxyds handelt, sondern vielmehr um die massenhafte Aus- 
scheidung kohlschwarzer oder mehr oder weniger schwarz- 
grauer Pulver.’) 

3. Der Nachweis des Zuckers mit der Trommerschen 
Probe ist unzuverlissig, da einzelne Falle bekannt sind, wo 
sogar bei einem Zuckergehalt von 0,3°/o die Probe negativ 
ausfiel?) und anderseits, wo bei zuckerfreiem Urin die Probe 
positiv war.’) 

4. Was die Methode der Polarisation anlangt, so ist 
auch sie unzuverlassig. Der Harn kann 0,1—0,2°/o Zucker, 
ja noch mehr enthalten, ohne daf der Polarisationsapparat 
eine Rechtsdrehung anzeigt.*) 

Wenn Hammarsten in seinem Lehrbuch der physio- 
logischen Chemie 1904 S. 570 sagt, die Worm-Miillersche 
Probe sei ziemlich umstindlich und fiir den Arzt nicht ge- 
eignet, so méchte ich ihm beipflichten, denn sie erfordert nach 
Pfliigers Archiv Bd. 105 S. 133 eine Biirette fiir eine 2,5°/oige 
Kupfersulfatlosung, aus dieser Biirette werden 1,5 ccm oder 
3 cem oder 5 ccm entnommen und eine weitere Biirette mit 
Glashahnen fir eine alkalische Seignettesalzlésung mit 10°/o 
Seignettesalz und 4°/o NaOH, aus ihr werden 2,5 ccm ent- 
nommen, ferner 2 Flammen zum Kochen, auf denen gleich- 
zeitig 2 Fliissigkeiten zum Sieden zu erhitzen sind. 

Aus den weiter unten angefiihrten Griinden ist auch eine 
Vorbehandlung des Urins notwendig; die Phosphate des Urins 


') Pfligers Arch., Bd. 105, S. 126 (1904); Moritz, Arch. f. klin. 
Med., Bd. 46, S. 266 (1890); Salkowski, Praktikum, S. 181 (1900); Kister- 
mann, Arch. f. klin. Med., Bd. 50, S. 423 (1892). 

*) Pfligers Arch., Bd. 105, S, 137. 

*) Worm-Miiller, Pfliigers Arch., Bd. 27, S. 112 (1882). 

*) Worm-Miiller, Pfligers Arch., Bd. 27, S. 119. 
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miissen durch Zusatz einiger Tropfen NaOH und Filtration 
entfernt und das Filtrat mit Essigséure angesduert werden. 
6 Proben sind nach Schéndorff!) zur Entscheidung tiber das 
Vorhandensein von Zucker erforderlich: 
5 eem Filtrat + 2'/2 ccm Seignettesalzldsung ++ 1,5 ccm 
Kupferlosung ; 
5 ecm Filtrat + 21/2 cem Seignettesalzlésung -+- 3 ccm 
Kupferlésung; 
5 ecm Filtrat -+ 21/2 ccm Seignettesalzlésung + 5 ccm 
Kupferloésung. 

Diese 3 Proben sind auch anzustellen mit je 5 ccm des 
Filtrats, das man erhalt, wenn man den Urin vorher verdiinnt, 
1 Vol. = 2 Vol. 

Das grofe Verdienst Worm-Miillers besteht darin, im 
physiologischen Institut in Christiania nachgewiesen zu haben,?) 
da8 zuckerfreie Urine alles das Kupferoxydul aufzulo6sen im- 
stande sind, das sie selbst zu bilden vermOgen, wenn die 
Reduktion bei Temperaturen von 60—70° C. stattfindet. Um 
dies nachweisen zu kénnen, mu8 man mit wirklich zuckerfreien 
Urinen arbeiten, man unterwirft deshalb die Urine zuvor einer 
Girung mit PreBhefe. Um die Temperatur 60—70° zu er- 
halten, werden 5 ccm Urin zum Kochen erhitzt, gleichzeitig 
geschieht dies bei der ersten Probe mit der Mischung von 
21/2 ccm Seignetteldsung +- 1,5 cem Kupferlésung. Das Kochen 
bei beiden Fliissigkeiten wird gleichzeitig unterbrochen, und 
genau 20—25 Sekunden (nicht friiher!) nachher wird die al- 
kalische Kupferlésung ohne Schiitteln einfach in den Urin ge- 
gossen, sodann |aft man die Mischung ruhig stehen, wobei 
sich die Farbe veriandert. Die Phosphate der Urine fallen in 
den 3 Proben manchmal schon nach 10 Minuten zu Boden 
und die tberstehende Filiissigkeit ist nach diesen 10 Minuten 

") Untersuchung iiber die Ausscheidung von Zucker im Harn von 


gesunden Menschen, nebst einer Methode der quantitativen Bestimmung 
kleinster Zuckermengen im Harn. Pfliigers Arch., Bd. 121, S. 572—603 


(1908). 
*) Worm-Miiller, Der Nachweis des Zuckers im Harn mittelst 


Kupferoxyd und alkalischer Seignettesalzlésung. Pfliigers Archiv, Bd. 27, 
S. 107—139 (1882). 
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im auffallenden und durchfallenden Licht klar, wenn kein 


Zucker vorhanden war — von einigen umherirrenden, sich 
leicht abhebenden Flocken des Phosphatniederschlags abge- 
sehen —. Enthalt aber der Urin 0,025°/o oder mehr Zucker 


und wird mehr Kupferlésung zugesetzt, als die normalen Be- 
standteile des Urins zur Reduktion erfordern, so ist die Fliissig- 
keit iiber dem Phosphatniederschlag im auffallenden Licht 
staubig triibe.') Die schmutzige, orangefarbige oder gelb- 
griine, fiuorescierende Triibung — der sogenannte positive 
Ausfall der Probe — riihrt von fein verteiltem ausgeschie- 
denem Kupferhydroxydul her und ist das Kennzeichen fiir 
Zucker. Zur Feststellung der ‘Triibung beobachtet man die 
Proben bei dunklem Hintergrund. Hinter das Reagenzglas im 
Stiinder stellt man z. B. ein mit mattschwarzem Tuch bespann- 
tes Brettchen auf und stellt den Stinder so, dai beim Be- 
trachten des Reagenzglases keine glianzenden Lichtstreifen 
lings der Glaswand entstehen. Die Beleuchtung braucht dabei 
keine intensive zu sein. Wird weniger Kupferlésung zugefiigt, 
als die normalen Bestandteile zur Reduktion erfordern, so ist 
die Fliissigkeit tiber dem Phosphatniederschlag staubfrei; wird 
betrichtlich mehr Kupferlésung zugefiigt, als die normalen Be- 
standteile erfordern, so kann merkwiirdigerweise die Triibung 
beim Vorhandensein von Zucker auch ausbleiben. Tritt die 
Triibung bei Verwendung von 1,5 ccm Kupferlésung nicht auf, 
so muB die Probe mit 3 ccm statt 1,5 ccm wiederholt werden 
und, wenn sie jetzt noch nicht auftritt, mit 5 ccm statt mit 
den 3ccm, und zwar um eine endgiiltige Entscheidung tiber 
die Méglichkeit einer staubfreien Triibung zu erhalten. Da 
die Ablagerung der Phosphate nicht immer blof 10 Minuten 
erfordert, sondern, da ihr haufig eine stundenlang andauernde 
gleichméSige Triibung und nachfolgende Abscheidung sehr kleiner 
Flocken der Phosphate vorangeht, so entfernen Schéndorff 
und Victorow vorher in oben beschriebener Weise die Phos- 
phate durch eine Vorbehandlung, um eine Verwechslung von 
Phosphat-Triibung und Kupferhydroxydul-Triibung zu vermeiden. 

Pfliiger hat einmal bei einem pankreaslosen Hunde be- 


") Hervorgerufen durch kolloidales Kupferoxydul. 
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obachtet, daB die Worm-Miillersche Probe bei 2,62°/o Zucker 
(hochkonzentrierter Harn) negativ ausfiel, daB sie aber bei der 
Verdiinnung des Harns ein ausgezeichnetes positives Ergebnis 
lieferte. 

Aus diesem Grund werden von Schéndorff auch 3 Proben 
mit verdiinntem Urin ausgefiihrt. 

Beziiglich des Ausfalls der Probe sind folgende 3 Fille 
zu unterscheiden. 

1. Fallt die Mullersche Probe negativ aus, so ist ent- 
weder gar kein Zucker vorhanden, wie bei Urinen, die der 
alkoholischen Girung unterworfen wurden, oder aber nur sehr 
wenig Zucker, wie bei den Urinen vollig Gesunder. 

Pfliiger faft sein Urteil fiir diesen Fall dahin zusammen 
(Bd. 105 S. 134): 

Mit grof{ter Bestimmtheit diirfen wir auf Grund der Unter- 
suchungen von Hunderten verschiedener Harne den Satz aus- 
sprechen, dai der in gedachter Weise negative Ausfall der 
Miillerschen Probe ausnahmslos durch den Halbschattenapparat 
bestatigt worden ist. Ebenso wahr ist, dafi in den meisten 
Fallen, wo die Miillersche Probe braunrote Entfirbung ohne 
Abscheidung von Kupferoxydul zeigte, die Trommersche Re- 
aktion sowie die Nylandersche starke positive Ergebnisse 
lieferten, sodaf jeder Unerfahrene an die Gegenwart von Zucker 
geglaubt hatte. 

2. Fallt die Probe positiv aus und nach der alkoho- 
lischen Garung des Urins negativ, so ist Zucker vorhanden 
und zwar nach Miiller 0,025°/o oder mehr. Da der Urin 
vollig Gesunder nach Nagasaki (Diese Zeitschr. 1915) bis 
zu 0,054°/o, nach Schéndorff (PfliigersArchiv, Bd. 121, 1908) 
bis zu 0,1°/o Dextrose enthalten kann, so gibt der positive Aus- 
fall der Probe keinen Anhaltspunkt fiir abnorme Zuckermengen. 

3. Fallt die Miillersche Probe positiv aus und nach 
der Giérung des Urins ebenfalls positiv, so ist es zweifelhaft, 
ob Zucker vorhanden ist. 

Miller hat dies ansdriicklich betont, er sagt S. 112: da 
aber die Reaktion fortwahrend, obgleich in geringem Grade, 
in den eben genannten 4 Harnen eintrat, so muf man an- 











198 H. Ruoss, 


nehmen, dai eine andere reduzierende Substanz (als Zucker) 
hier ihren EinfluB geltend gemacht hat, und daf die Probe 
nicht ohne weiteres als sicher bezeichnet werden k6nne. 

Dieses Versagen ist bisher nicht geniigend studiert und 
ihm nicht geniigend Rechnung getragen worden, es wider- 
spricht eigentlich dem Grundsatz der Miillerschen Probe, 
nach dem zuckerfreie Bestandteile bei 60—70° C. nur lésliches 
Kupferoxydulhydrat abscheiden. Miller laBt bei positivem 
Ausfall der Probe bis zu 48 Stunden bei 20° C. vergéren 
und findet, daB bei 4 unter 60 Urinen der positive Ausfall 
auch nach der Girung positiv blieb. Schéndorff hat gezeigt, 
dafS man durch Vergriferung der Garzeit immer erreicht, 
daS nach der Girung die Probe negativ ausfallt, in einzelnen 
Fillen war aber dazu eine Girzeit von 60 Stunden bei 34°C. 
und 10°/o Hefe erforderlich. Fiir Sch6ndorff existiert also 
Fall 3 nicht; die positive Reaktion vor der Garung zeigt ihm 
immer Zucker an. 

Meine Ansicht iiber die Grundlage der Miillerschen 
Probe ist folgende: 

1. die alkalische Kupferlésung wird bei 60 bis 70° C. 
von zuckerfreien Bestandteilen (Kreatinin, Kreatin, Harnsdure 
usw.) des Urins reduziert unter Bildung von meist farblosen, 
aber auch mehr oder weniger gelb gefairbten Kupferverbin- 
dungen. Diese sind aber nur vollsténdig ldslich, wenn sie 
prozentisch in maBiger Menge vorhanden sind. Ist die Menge 
aber betriichtlich (wie bei héherem spezifischen Gewicht), so 
treten auch unlésliche Cuproverbindungen auf, welche staubige 
Triibung verursachen. Man kann die Loslichkeit durch Ver- 
diinnen des Urins mit Wasser erreichen. 

2. Der Traubenzucker im Urin liefert dagegen bei 60 
bis 70° C. immer unlésliche Cuproverbindungen, die an der 
staubigen Triibung erkannt werden. 

3. Die Reduktionsprodukte des Zuckers treten erst nach Bil- 
dung der Reduktionsprodukte der zuckerfreien Bestandteile auf. 

Die Griinde sind folgende: 

1. Brachte ich einen Urin, der an sich negative Reaktion 
zeigte, oder einen Urin, den ich durch Garung auf negative 
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Reaktion brachte (bei Einnahme gewisser Arzneimittel, z. B. 
Rheum, Adalin, Terpentinél, Sulfonal usw., welche dem Harn 
reduzierende Wirkung verleihen, ist mitunter sehr lange Giar- 
zeit erforderlich, um diese negative Reaktion herbeizufiihren) 
durch Dextrosezusatz auf O bis 10°/o Zucker und lie8 ich 
ihn nunmehr 6 Stunden vergiren (34° C., 10°/o Hefe), so 
zeigte er ausnahmslos negative Reaktion; zum Vergiren der 
Dextrose geniigen also ausnahmslos 6 Stunden. Es empfiehlt 
sich, nach der ersten Stunde der Girung und nach den fol- 
genden Stunden die Hefe durch Schiitteln wieder gleichmiabig 
in der Fliissigkeit zu verteilen. 

2. Eine grofe Anzahl vergorener Urine mit negativer 
Reaktion zeigen, wenn sie bei 60° auf ein hohes spezifisches 
Gewicht eingeengt werden, positive Reaktion. 

Diese Versuche wurden nach folgendem Beispiel durch- 
gefuhrt. 

Das spezifische Gewicht des Urins war 1,015, er wurde 
6 Stunden der Girung unterworfen, dann die Phosphate ent- 
fernt und nun auf das halbe Volumen, dem spezifischen Ge- 
wicht 1,030 entsprechend, eingeengt: vor der Einengung Re- 
aktion negativ, nach derselben Reaktion positiv. 

3. Die 60 Urinproben Miillers haben spezifische Gewichte 
von 1,010 bis 1,035. Vier darunter mit den hohen spezifischen 
Gewichten 1,035; 1,033; 1,031; 1,026 zeigen nach der Gérung 
positive Reaktion. Bei mehr als der Halfte der Urine vom 
spezifischen Gewicht gréBer als 1,030 konnte ich dasselbe 
nachweisen. 

4, Ein vergorener Urin mit negativer Reaktion und der 
Dichte 1,028 zeigte, mit Dextrose auf 0,02°/o Zucker gebracht, 
starke positive Reaktion, derselbe vergorene Urin, 1 Vol. = 
2 Vol. verdiinnt, und nunmehr auf 0,02°/o Zucker gebracht, 
zeigte negative Reaktion. 

5. Ein Urin zeigte negative Reaktion, sein Reduktions- 
vermogen, nach der von mir ver6ffentlichten Methode’) be- 
stimmt, war gleich dem einer 0,15°/oigen Dextroselésung; er 
wurde mit etwas Dextrose versetzt. Stellte man die Miillersche 





') Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 131 (1917). 
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Probe mit 2 Kupfermengen an, von denen die eine 0,18°/o, 
die andere 0,14°/o Dextrose entsprach, so erhielt man das 
eine Mal staubige Triibung, das andere Mal aber nicht. 

Fallt die Probe nach 6stiindiger Garung positiv aus, so 
riihrt dies meines Erachtens nicht mehr von Dextrose her, 
sondern von anderen stickstoffhaltigen und auch stickstofffreien 
Urinbestandteilen; diese Bestandteile werden bei weiterer Garung 
bis zu 60 Stunden zersetzt, wodurch die Probe negativ wird. 

Die reichliche Hefenmenge 10°/o, die giinstige Tempe- 
ratur 34°, die reichliche Nahrung an stickstoffhaltigen und 
phosphorhaltigen Substanzen, welche die Hefe findet, tragt in 
den 60 Stunden wesentlich zum Wachstum der Hefe bei und 
damit auch zum Zersetzen des Urins; dazu tritt noch, daf 
unsere Hefe keine Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae 
ist, daf sie sogar vermége der in ihr enthaltenen Spaltpilze 
Milchzucker zersetzen kann. 

Soll daher die Miillersche Probe bei positivem Ausfall 
wirklich Zucker anzeigen — unter der Voraussetzung, dai 
nicht gewisse Arzneimittel eingenommen wurden —, so mub 
man die Urine von grofem spezifischen Gewicht verdiinnen. 
Ich verdiinne aus diesem Grund die Urine vom spezifischen 
Gewicht gréBer als 1,020 auf ein solches von 1,020, was 
héchst einfach ist, wie spiter gezeigt wird. 

Leider sind in den zahlreichen Arbeiten (ca. 1000 Urin- 
untersuchungen) tiber den Zucker im Urin, die unter Pfliiger 
in Bonn ausgefiihrt wurden, die spezifischen Gewichte ganz 
weggelassen ; auch konnte ich diese nachtraglich nicht erfahren, 
ich glaube aber, daf — wie ich bei den Analysen von Miller 
nachwies — das hohe spezifische Gewicht die Ursache der 
Unregelmafigkeiten ist; bei dem pankreaslosen Hund mit 2,5°/o 
Zucker liegt die Unregelmafigkeit wohl auch in dem hohen 


spezifischen Gewicht. 


Vereinfachungen der Worm-Miillerschen Probe. 
1. Da& die 2 Biiretten sich durch eine Mefpipette fir 
2!/2 cem und eine MeBpipette mit den Teilstrichen 1,5; 3; 
5 ecm ersetzen lassen, ist einleuchtend. 
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2. Die 2 Flammen werden durch eine folgendermafen 
ersetzt: in ein fiir die linke Hand bestimmtes Reagenzglas gibt 
man 5cem Urin. In ein anderes, fiir die rechte Hand be- 
stimmtes Reagenzglas gibt man bei der ersten Probe 2/2 cem 
Seignettezalz und 1,5 ccm Kupfersulfatldsung. Beiden fiigt man 
— zum ruhigen Kochen ohne unangenehmes Herausspritzen — 
einige Kornchen groben Quarzsand (1 kg bei Merck zirka 60 Pfg.) 
oder Glassand zu. Das Reagenzglas der linken Hand bringt man 
in die Flamme bis zum Kochen der Fliissigkeit, nun unterbricht 
man das Kochen durch Entfernen des Reagenzglases aus dem 
Feuer. Alsdann erhitzt man das Reagenzglas der rechten Hand 
iiber derselben Flamme ebenfalls zum Kochen, bringt sodann 
beide Glaser in die Flamme, sodaf sie etwa unter 60° zu ein- 
ander stehen und die Boden beider Glaser sich beriihren. Nach 
wenigen Sekunden kochen jetzt die Fliissigkeiten in beiden 
Glisern gleichzeitig. Nun unterbricht man das Kochen, indem 
man beide Glaser aus der Flamme bringt. Nach 20 bis 25 Se- 
kunden, oder noch einfacher, nachdem man in méfigem Tempo 
auf 25 geziihlt hat, giefit man die Kupferlésung in die Urinlésung, 
lat nun ruhig stehen, bis der Phosphatniederschlag sich ge- 
setzt, und priift alsdann auf Triibung bei dunklem Hintergrund. 

3. Die 3 Proben lassen sich durch eine einzige ersetzen, 
wenn man das spezifische Gewicht des Urins bei 15° C. vorher 
mit einem Aréometer ermittelt; die speziell fiir Urine bestimm- 
ten Ardometer, aber auch das fiir siiBen Wein bestimmte Ariio- 
meter von Ochsle, eignen sich hierzu. Bei beiden gibt die 
abgelesene Zahl die Tausendstel des spezifischen Gewichtes. 
Die abgelesene Zahl 5 resp. 24 z. B. entspricht also dem spe- 
zifischen Gewicht 1,005 und 1,024. Hat der Urin bei der 
Messung nicht 15° C., so hat man fiir jeden Grad, den er iiber 
15° besitzt, 0,25 zur abgelesenen Zahl zu addieren und fiir 
jeden Grad, den er unter 15° besitzt, 0,25 zu subtrahieren. 
Mif8t man demnach bei Zimmertemperatur, so hat man statt 
24 also 25 zu setzen. Die am Aréometer abgelesene und auf 
15° C. reduzierte Zahl heiBe im folgenden kurzweg «Ariio- 
meterzahl des Urins». Ist n diese Zahl, so k6énnen die 
3 Proben durch eine einzige Probe mit 0,085 - n + 0,07 ccm 
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Kupfersulfatlosung ersetzt werden. Bei der Araéometerzahl n 
ist némlich die maximale Eigenreduktion 0,006 - n Prozente.') 

Da die Miillersche Probe noch 0,05°/o Zucker sicher 
nachzuweisen gestattet, so muf die Kupferldsung mindestens 
0,006 -n +- 0,05 Prozent zu reduzieren imstande sein, d. h. 
es miissen auf 5 ccm Urin 0,06 - n ++ 0,5 ccm alkalische Feh- 


linglosung = (0,06 - n+-0,5) - 2 = 0,083 - n+ 0,7 ccm der 


2,5°/oigen Kupfervitrioll6sung zum mindesten angewendet werden. 
Bei der Aréometerzahl n sind demnach von der 2,5°/oigen 
Kupferlésung fiir 5 ccm Urin erforderlich: 














Spezifisches Gewicht n Kupferlésung 
ccm 
1,000 bis 1,004 O bis 4 1 
1,005 u. 1,006 5 ue 6 1,2 
1,007 bis 1,009 7 bis 9 1,4 
1,010 u. 1,011 10 u. il 1,6 
1,012 bis 1,014 12 bis 14 1,8 
1,015 u. 1,016 15 u. 16 2 
1,017 bis 1,019 17 bis 19 2,2 
1,020 u. 1,021 20 u. 21 2,4 
1,022 bis 1,024 22 bis 24 2,6 
1,025 » 1,026 25 » 26 2,8 
1,027 » 1,029 27 » 29 3 
1,030 u. 1,031 30 » 31 3,2 
1,032 bis 1,034 32 » 34 3,4 
1,035 u. mehr 35 u. mehr 3,6 


4. Die Ausscheidung des Phosphatniederschlags wird be- 
trichtlich gefordert durch Chlornatriumzusatz (sogen. Aussalzen). 
In Fallen, wo der Bildung des Niederschlags stundenlang an- 
dauernde gleichméafige Triibung vorangeht, oder wo es zu gar 
keiner Ausscheidung eines Phosphatniederschlags kommt, ent- 
steht dieser Niederschlag meist (immer, wenn das Seignette- 
salz durch Glycerin ersetzt wird) schon nach wenigen Minuten, 


sobald Chlornatrium beigefiigt wird. 





') Ruoss, diese Zeitschr., Bd. 101, S. 131 (1917). 
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Man verwendet eine alkalische Seignettelésung, die in 
100 ccm 4 g NaOH, 10 g Seignette und ca. 15 g NaCl enthalt. 
Der Chlornatriumgehalt erhdht die Siedetemperatur um 
ca. 2°, die der Mischung nach 25 Sekunden um ca, '/2°, was 


also unwesentlich ist. Auf diese Weise umgeht man die oben 


beschriebene Vorbehandlung. 


5. Damit die positive Reaktion sicher Zucker anzeigt, 
verdiinnt man die Urine mit dem spezifischen Gewicht gréfer 


1,020 auf ein solches von 1,020. 


Die friihere Tabelle mit Beriicksichtigung der Verdiinnung 


























Die Urine vom spezifischen Gewicht 1,036 und mehr be- 




















diirfen also alle derselben Verdiinnung. 


Mit Seignettelésung erfolgt der Nachweis von Zucker 


demnach folgendermafen: 


Lésung I. 4 g NaOH + 10g Seignette + ca. 15 g NaCl 


in 100 ccm. 


ist also 
Spez. Gewicht | Ariometer | Verdiinnung cuit 5 com Urin 
1—1,004 O—4 0 1 
1,055—1,006 5--6 0 1,2 
1,007—1,009 7—9 0 1,4 
1,010—1,011 10—11 0 1,6 
1,012—1,014 12—14 0 1,8 
1,015—1,016 15—16 0 2 
1,017—1,019 17—19 0 2,2 
1,020 20 0 2,4 
Kupfermenge fiir 5 ccm 
verdiinnten Urin 
1,021 21 20 = 21 2,4 
1,022 22 20 = 22 2,4 
usw. usw. usw. usw. 
1,035 35 20 = 35 2,4 
1,036 36 20 = 36 2,4 
u. mehr ; w. mehr 
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Zur Herstellung dieser und aller folgenden alkalischen 
Losungen verwendet man: 

a) liquor natrii caustici des Arzneibuches (Dichte 1,168 
bis 1,172), ferner 

8) die Kochsalzlésung: 1 Teil NaCl + 3 Teile aq. Das 
Lésen des NaCl geschieht durch Kochen oder 6fteres Schiitteln. 

Zur Herstellung von I werden 10 g Seignettesalz in ca. 
25 ccm aq. warm gelést, dann fiigt man 23 ccm von a zu 
und verdiinnt mit der Kochsalzlésung auf 100 ccm. 

Zu jeder Probe sind 2!/2 ccm von I erforderlich. 

Lésung II. 2,5 g Kupfervitriol in 100 ccm; 

Ill. Ein Reagenzglas mit der Teilung 1 ccm, 2ccm... 
bis 12 ecm fiir den Urin; 

IV. Quarz- oder Glassand; 

V. 2 Reagenzgliser ca. 1,5 cm weit zum Kochen. 

seispiel I. Spezifisches Gewicht 1,027, also Verdiinnung 
20 = 27 und Kupfermenge 2,4 ccm. 

Man bringt 10 cem Urin in III, verdiinnt mit Wasser auf 
27/2 = 13!l2 ccm (die 1/2 auf Augenmaf genau). 

Vom verdiinnten Urin gibt man durch Abgiefen 5 ccm 
in das fiir die linke Hand bestimmte Reagenzglas V und in 
das andere fiir die rechte Hand bestimmte Keagenzglas 2'/2 ccm 
1+ 2,4 ccm II. Beiden Glisern fiigt man Kérnchen von IV 
zu und erhitzt nun beide Fliissigkeiten, wie oben angegeben, 
zum gleichzeitigen Sieden. Man unterbricht das Sieden, gieft 
nach 25 Sekunden die Kupferlésung in die Urinlésung und 
schwenkt die Mischung leicht um. Nachdem sich der Phos- 
phatniederschlag gesetzt, untersucht man auf schmutzige, stau- 
bige Triibung. 

Beispiel 2. Spezifisches Gewicht 1,011. Keine Ver- 
diinnung ist erforderlich; 5 cem Urin und 2/2 ccm I +- 1,6 ccm 
II kommen in Betracht. 


Bestimmung der Empfindlichkeit. 
Da8 die Miillersche Probe auch Zucker unter 0,025°/o 


nachzuweisen gestattet, geht schon rein logisch daraus her- 
vor, da8 nach Miiller in 7°/o der von ihm angegebenen Ver- 
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suche die Probe im zuckerfrei gemachten Urin positiv ausfiel, 
aber auch in der abgeanderten Form, bei der zuckerfrei ge- 
machte Urine immer negative Reaktion zeigen, ist haufig die 
Empfindlichkeit weit gréfer und geht herab bis auf 0,01°/o. 
Die Empfindlichkeit nimmt im allgemeinen zu mit dem spezi- 
fischen Gewicht; zu ihrer Bestimmung bedient man sich einer 
0,5°/oigen Dextroseldsung und eines Urins, der 6 Stunden ver- 
goren hat. Es sind dann 


5cem Urin +- 0,05 ccm 0,5°/oiger Zuckerlésung = 0,005 °/o im Zuckergehalt 
5H >» » +01 » 0,5°%oiger > = 0,01 °/o » > 
5» » +02 » 0,5%iger > = 0,02 %o » > 
5 >» » +03 » 0,5°%oiger > = 0,03 °/o » » 


| Ist das spezifische Gewicht 1 bis 1,020, so fiigt man den 
5 ccm im Reagenzglas der linken Hand 0,05 ccm der Dextrose- 
lésung zu, staubige Triibung bei dunklem Hintergrund zeigt 
dann 0,005°/o Zucker an, nimmt man jetzt 0,1; 0,2; 0,3 cem 
statt 0,05 ccm, so ergibt sich die Empfindlichkeit fiir 0,01°/o; 
0,02°/o; 0,03 %/o. 

Die 0,05 bis 0,3 cem werden mit einer MeBpipette ent- 
nommen. 5 ccm Urin + 0,3 ccm Zuckerlésung +- alkalischer 
Kupferlésung ist strenggenommen identisch zu 5 cem Urin mit 
0,03°/o an Zucker + 0,3 ccm Wasser. Die 0,3 ccm Wasser 
spielen aber keine Rolle, da die Menge der Kupferlésung nicht 
genau vorgeschrieben ist. 

Ist das spezifische Gewicht gréfer als 1,020, z. B. 1,025, 
so ist mit der Verdiinnung 20 = 25 zu rechnen. 5 ccm ver- 
dinnter Urin +- 0,1 ccm 0,5°/oiger Zuckerlésung entspricht 
jetzt einem Zuckergehalt von 0,01 - 5j4 = 0,0125°/o im unver- 
diinnten usw. 

Um einwandsfrei zu zeigen, daB Urine vom spezifischen Ge- 
wicht O bis 1,020 und daf die auf das spezifische Gewicht 1,020 
verdiinnten Urine nach 6stiindiger Garung negative Reaktion 
aufweisen, und um die Empfindlichkeit zu priifen, entfernte 
ich im vergorenen Urin die Phosphate (auf 50 ccm Urin 
8 Tropfen NaOH11-normal), filtrierte, siuerte mit Eisessig bis 
zur schwach sauren Reaktion an und machte Proben mit 0,1; 
0,2; 0,3 cem der 0,5°/oigen Zuckerlésung und je 5 ccm Urin. 
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Bei der spater aufgefiihrten Glycerinlésung Proben mit 
0,05 bis 0,3 ccm der Zuckerlésung. 

Das erste Auftreten der staubigen Triibung war so durch 
Kontrast scharf festzustellen. 

Bei der Glycerinlésung entsteht haufig trotz des voraus- 
gehenden Abfiltrierens des Phosphatniederschlages noch ein 
sehr kleiner Niederschlag, der aber von der staubigen Triibung 
leicht zu unterscheiden ist. 

Da jeder Urin Zucker enthialt, so ware das empfindlichste 
Reagens fiir den praktischen Arzt wertlos, denn er wirde 
ja damit in jedem Urin Zucker finden. 

Es hat deshalb auch keinen Sinn, zur Beurteilung der 
staubigen Triibung langer als 30 Minuten nach Mischung der 
Flissigkeiten zu warten. 

Fiir den praktischen Arzt, der ja nur Diabetes festzu- 
stellen hat, handelt es sich um ein Reagens, das 0,1°/o und 
mehr (vielleicht 0,05°/o und mehr), aber nicht weniger anzu- 
geben gestattet, denn nur dann kann sicher auf Diabetes ge- 
schlossen werden, und fiir einen solchen Nachweis ist die 
Miillersche Probe schon zu empfindlich; so fand Schéndorff, 
da8 in 334 Urinen von Soldaten die Probe 316 mal positiv war. 

Enthalt der Urin EiweifB, so ist dieses nach Miller vor 
der Untersuchung auf Zucker zu entfernen. Versuche, die ich 
mit der Eiweiflésung: 1g Albumen Ovi siccum + 15 g NaCl 
in 100 cem und mit Urinen anstellte, ergaben mir, daf eine 
solche Entfernung ganz unnotig ist. 

Der eiweifhaltige und zugleich zuckerhaltige Urin zeigt 
nach dem Mischen mit der Kupferlosung Biuretreaktion, die aber 
rasch verschwindet und der staubigen Triibung Platz macht. 


Ersatz der alkalischen Seignettelésung durch eine 
alkalische Kupferlésung. 

Die Seignettelésung hat den grofen Ubelstand, daB sie die 
Ausfillung der Phosphate viele Stunden lang verzégern kann, 
ja daB es bei einem grofen Kupferiiberschuf trotz Zusatzes 
von NaCl] tiberhaupt zu keiner Ausscheidung der Phosphate 
kommt. Ersetzt man die alkalische Seignette-Kupferloésung 

















co Se 


PALE GES tr 


























Beitrige zum qualitativen Nachweis des Zuckers im Urin usw. 207 


durch eine alkalische Glycerin-Kupferlésung, so bilden sich 
grobe schwammige Phosphatflocken und die Ausfillung erfolgt 
fjuBerst rasch auch bei einem Uberschuf von Kupfer; zugleich 
wird die Probe weit empfindlicher. 

Die staubige Triibung ist auch viel besser wahrzunehmen. 
Ist kein Zucker vorhanden, so ist nach dem Absetzen des 
Phosphatniederschlages das Schwarz des Hintergrundes, durch 
das Reagenzglas gesehen, scharf begrenzt und ebenso intensiv, 
sogar intensiver wie ohne Reagenzglas; andernfalls ist das 
Schwarz staubig, sehr undeutlich und meist iiberhaupt nicht 
mehr zu sehen wegen starker weifer oder griingelber 
Opalescenz, gleichzeitig ist in letzterem Fall die Fliissigkeit 
bei durchgehendem Licht meist klar durchsichtig ziegelrot oder 
orangerot. Anstelle der friiheren Lésungen tritt jetzt 

I. 5 g NaOH + ca. 15 g NaCl in 100 cem. 

Herstellung: 28 ccm a -+ ca. 50 ccm 8 werden auf 
100 ccm verdiinnt. 

II]. 2,5 g Kupfervitriol in 100 ccm. 

III. Glycerinum bidestillatum D 1,23 (eine Kombination 
von I und III hat sich nicht bewaéhrt); wahrend die letztere 
Tabelle ihre Giiltigkeit behalt. 

Einerseits werden 5 ccm verdiinnter resp. unverdiinnter 
Urine, anderseits die dem spezifischen Gewicht entsprechende 
Kupfermenge +- 4 Tropfen III ++ 21/2 ccm I zum Sieden erhitzt; 
das Sieden wird gleichzeitig unterbrochen und 30 Sekunden 
spiter die Kupferldsung in die Urinlésung gegossen. Hierauf 
wird umgeschwenkt, indem man das Reagenzglas rasch ohne 
Unterbrechung einigemal in einem Kreis herumbewegt. Nun 
iberlaBt man die Mischung der Ruhe und priift spater auf 
staubige Triibung. Tritt diese staubige Triibung nicht sofort 
ein, so sind nur Spuren von Zucker vorhanden. 


Erkennung des diabetischen Harns. 

Ist der Zucker im Urin 4 Stunden nach kohlenhydratreicher 
Nahrung (wozu namentlich Kartoffelspeisen zu rechnen sind) 
gleich oder griSer als 0,1°/o, so liegt Diabetes vor. Die Miil- 
lersche Probe ist fiir diesen Nachweis zu empfindlich und die 
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Verwendung der Seignettelésung wiirde eine vorausgehende 
Entfernung der Phosphate notwendig machen. 

Ich verwende hierzu die haltbare Lésung 

A. 3,464 g Kupfervitriol + 15 ccm Glycerin + 10 g NaOH 
+-ca.15g NaClin 100ccm. Zu ihrer Herstellung werden beniitzt 

a) Natronlauge: 1 Teil NaOH + 2 Teile Wasser, 

b) NaCl-Lésung: 1 Teil NaCl + 3 Teile Wasser. Die 
Loisung des NaCl erfolgt durch Schiitteln oder durch 2 Minuten 
langes Kochen. 

3,464 g Kupfervitriol -+- 15 ccm Wasser werden in einen 
Kolben von 100 cm gebracht, durch Kochen gelést, abgekihlt 
und dann mit 15 cem Glycerin versetzt; nun fiigt man 22 ccm 
von a hinzu und verdiinnt mit b auf 100. Die Mischung muB kalt 
vollzogen werden, andernfalls ist die Lésung A nicht haltbar. 

In ein fir die linke Hand bestimmtes Reagenzglas (ca. 
1,5 cm weit) mit den Teilstrichen 5 ccm und 15 ccm bringt 
man 5 cem Urin, verdiinnt mit Wasser auf 15 und mischt, 
sodann gieBt man weg, bis 5 ccm zuriickbleiben. In ein zweites 
fiir die rechte Hand bestimmtes Reagenzglas mit Teilstrich 5 ccm 
bringt man 1 cem von A und verdiinnt auf 5 ccm. In beide 
Glaser gibt man jetzt Quarz- oder Glaskérner und erhitzt ihre 
Fliissigkeiten zum gleichzeitigen Sieden. Man unterbricht das 
Sieden gleichzeitig und gieft nach 1 Minute (nicht friher) die 
Kupferlisung in die Urinfliissigkeit. Man laf8t die Mischung 
stehen. 

Stellt sich 10 Minuten nach dem ZusammengieBen stau- 
bige Triibung ein, so ist der Zuckergehalt gleich oder gréfer 
als 0,1°/o, andernfalls kleiner als 0,1°/o. Ist keine staubige 
Triibung vorhanden, so bleibt die Fliissigkeit klar bei dunklem 
Hintergrund, von einigen umherirrenden, sich leicht abhebenden 
Flocken des Phosphatniederschlages abgesehen. 

Es geniigt, einmal die staubige Triibung gesehen zu haben, 
um fiir immer sicher zu gehen. Der praktische Arzt verschaffe 
sich zu diesem Zweck eine 1°/oige Dextroselésung (haltbar 
mit 4 Tropfen Carbolsiure auf 100 ccm) und nehme die Probe 
mit dem Urin eines Gesunden zweimal so vor, dai er das 
eine Mal vor dem Erhitzen den 5 ccm verdiinnten Urins 4 bis 
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5 Tropfen der Zuckerlésung zusetzt, das andere Mal aber den 
Zusatz unter]aBt. 

Statt in graduierten Reagenzglisern zu kochen, kann man: 
auch die 5 ccm beider Glaser ohne Nachspiilen in gewohnliche 
Glaser umgiefen und in diesen zum Kochen erhitzen. Die 
Verdiinnung darf auch mit gewodhnlichem Wasser vollzogen 
werden. Die Einnahme von Medikamenten ist ohne EinfluB 
auf diese Probe. 
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Uber aus Proteinstoffen bei tiefgreifender Spaltung mit Sal- 
petersaure erhaltene Verbindungen. 


Notiz zu der 6. Mitteilung von Carl Th. Morner. 


Von 
F. Knoop. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1918.) 


In seiner Zusammenfassung iiber die Produkte tiefgrei- 
fender Salpetersiureeinwirkung auf Proteine!) nennt Moérner 
aufer 9 bekannten Saéuren zwei solche, deren Konstitution er 
offen laBt. 

Auf Grund von Beobachtungen bei meinen Arbeiten, die 
den Konstitutionsnachweis fiir das Histidin im Sinne der Pauli- 
schen Formel erbrachten und bei denen ich auch Salpeterséure 
auf dieses Eiweifspaltungsprodukt einwirken lie{, médchte ich 
darauf hinweisen, da’ die unbekannten Sdéuren vermutlich 
Derivate des Histidins sind. 

Die Mérnersche Saéure C,H,O,N, kann, wenn man ein 
einfaches Molekiil annehmen will, auf C,0,N, nur H, oder H,, 
nicht H, enthalten. Eine Séure C;H,0,N, aber habe ich durch 
Oxydation von Histidin mit Salpeterséure gewinnen konnen und 
deren Konstitution mit Sicherheit als Imidazolglyoxylsaure er- 
wiesen.*?) Offenbar hat auch Mérner diese Substanz in Handen, 
denn alle von ihm angegebenen Eigenschaften stimmen tiberein. 
Die Darstellung des charakteristischen Oxims vom Schmelz- 
punkt 229° (scharf), ev. die quantitativ verlaufende Oxydation 
mit Wasserstoffsuperoxyd zur Imidazolcarbonséure wird eine 


leichte Priifung erlauben. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 15. (Dezember 1917.) 
*) Beitr. chem. Phys. u. Path., Bd. 10, S. 116. (1907.) 
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Die zweite Saure C,H,O,N, ist mit grofSer Wahrschein- 
lichkeit Nitroimidazolcarbonsaéure. Da8B die Seitenkette des 
Alanins im Histidin durch Salpeterséure bis zu Carboxyl ab- 
gebaut wird, habe ich durch Isolierung der Imidazolcarbon- 
siure aus dem Oxydationsgemisch feststellen kénnen. Und 
eine Nitrierung des Imidazolkernes aft sich unter den ange- 
wandten Bedingungen ebenfalls beobachten: eine der dort!) 
erwahnten Substanzen lief sich spiter als Nitroimidazol identi- 
fizieren. Da das ganze Oxydationsgemisch, wenn man die 
Salpetersdure nicht vorsichtig im Vakuum abdampft, gerne 
explodiert, so findet offenbar je nach den Bedingungen weit- 
gehende Nitrierung statt. Und da die Imidazolcarbonsiure leicht 
Kohlenséure abspaltet, so ist die Bildung von Nitroimidazol- 
carbonsdure bei dem Befund von Nitroimidazol — z. T. als 
dessen Vorstufe — duferst wahrscheinlich. Die Verbindung 
ist tibrigens von Windaus und Opitz?) 1911 aus Imidazol- 
athanol erhalten und beschrieben worden und besitzt in der 
Tat die von Mérner angegebenen Eigenschaften. 

Darnach sind also die beiden Séuren offenbar vom Histidin 
abzuleiten. Leider erlaubt mir mein militaérischer Dienst nicht, 
mich Herrn Morner zur Beschaffung der objektiven Unter- 
lagen fiir diese Annahmen zur Verfiigung zu stellen. Aber ein 
Zweifel an ihrer Richtigkeit scheint mir kaum mdglich und 
die etwa noch wiinschenswerten Nachweise bieten keine 
besonderen Schwierigkeiten. 





') Beitr. chem. Phys. u. Path., Bd. 10, S. 117. 
*) Ber., Bd. 44, S. 1724. (1911.) 
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Uber den Stickstoffumsatz der nervésen Zentralorgane. 


Von 
Else Hirschberg und Hans Winterstein. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Januar 1918.) 


In einer vorangehenden Mitteilung!) haben wir das Vor- 
handensein eines Kohlenhydratstoffwechsels im Zentralnerven- 
system nachgewiesen, durch die Feststellung eines von der 
Lebenstitigkeit abhangigen und mit deren Intensitat verdnder- 
lichen Zuckerumsatzes. Im folgenden soll die Frage behan- 
delt werden, ob auch ein Umsatz N-haltiger Substanzen 
in den nervésen Zentralorganen nachweisbar ist. Als Ver- 
suchsobjekt diente wieder das isolierte Froschriickenmark, 
beziiglich dessen Préparation auf die in der zitierten Arbeit 
enthaltenen Angaben verwiesen sei. 

Methodik. Unter den zur Bestimmung des Stickstoff- 
gehaltes in einem so kleinen Organ zur Verfiigung stehenden 
Mikromethoden wurde als die einfachste und handlichste die 
Mikro-Kjeldahl-Methode gewahlt, die kiirzlich von Abder- 
halden und Fodor?) beschrieben wurde, und die eine getreue 
Nachahmung des Makro-Kjeldahl in entsprechend verklei- 
nertem Mafstabe darstellt, bei der jedoch an Stelle des Uber- 
destillierens des Ammoniaks eine Uberfiihrung desselben durch 
Durchsaugen von Luft durch die von der Neutralisation der 
Schwefelsdure erhitzte Loésung erfolgt. Die Methode hat sich, 
genau nach den Angaben der Autoren durchgefiihrt (nur unter 
Verwendung von Methylorange statt von alizarinsulfosaurem 


!) E. Hirschberg und H. Winterstein, Uber den Zuckerstoff- 
wechsel der nervésen Zentralorgane. Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 185 (1917). 

*) E. Abderhalden und A. Fodor, Mikro-Kjeldahl-Methode. 
Ebenda Bd. 98, S. 190 (1917). 












































Uber den Stickstoffumsatz der nervisen Zentralorgane. 213 


Natrium als Indikator bei der Titration und zur Herstellung 
des «Indikatorwassers»), vortrefflich bewihrt. Eine Zeitlang 
standen uns statt der sonst stets verwendeten 50 ccm fassenden 
Kjeldahl-Kolben (von Schott & Co.) nur solche mit 100 ccm 
Inhalt zur Verfiigung. Es zeigte sich, daf hier die Gefahr einer 
unvollsténdigen Austreibung des Ammoniaks sehr viel gréfer 
ist, hauptsachlich infolge der zu raschen Abkiihlung der geringen 
Fliissigkeitsmenge in dem grofen Kolben. Durch Eintauchen 
desselben (nach erfolgter Neutralisation) in ein Wasserbad von 
etwa 60—70° konnte dieser Ubelstand beseitigt und auch hier 
eine ausreichende Genauigkeit erzielt werden; doch sind kleine 
Kolben unter allen Umstanden vorzuziehen. 

N-Gehalt des Riickenmarks. Der Gesamtstickstoff- 
gehalt des gleich nach der Praparation oder nach kurzer Auf- 
bewahrung in einer feuchten Kammer gewogenen, von der Pia 
umhiillten Riickenmarks schwankte zwischen 1,28 (einmal 1,27) 
als unterer und 1,34 (je einmal 1,35 und 1,36) Prozent der 
frischen Substanz als oberer Grenze und betrug im Mittel von 
31 Bestimmungen genau 1,30 °/o. (In 5 Versuchen ausgefihrte 
Doppelanalysen desselben Rtickenmarks zeigten als gréBte 
Differenz 0,05°/o).1) Der in 8 Versuchen bestimmte N-Gehalt 
des von seiner Gefaifbhaut befreiten Riickenmarks schwankte 
zwischen 1,24 und 1,27 °/o und betrug im Mittel 1,25°/o der 
frischen Substanz, mithin etwas weniger, was auf einen relativ 
hohen N-Gehalt der GefafShaut hinweist. 

N-Umsatz in 24 Stunden. Die Feststellung des Stick- 
stoffumsatzes erfolgte in der Weise, daB das Riickenmark durch 
quere Durchschneidung in zwei, bei gréferen Fréschen gegebenen- 
falls auch in drei Teile von meist etwa 25—35 mg Gewicht 
geteilt wurde. Von diesen Teilen wurde der eine sofort, der 





‘) Wihrend somit das frische Riickenmark in seinen verschiedenen 
Abschnitten keine merkliche Differenz des N-Gehaltes aufweist, ergaben, 
wie nebenbei erwihnt sein mége, einige Bestimmungen des N-Gehaltes 
in Alkohol konservierter Praparate in der oberen Riickenmarkshilfte einen 
deutlich geringeren N-Gehalt als in der unteren, was wohl durch einen 
ungleichen Gehalt an Wasser oder alkoholléslichen Bestandteilen zu er- 
klaren sein diirfte. 
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andere nach mehr oder minder langem Uberleben unter ver- 
schiedenen Bedingungen auf seinen N-Gehalt untersucht. Die 
bloBe Aufbewahrung des Ritickenmarks in Luft oder in einer 
Sauerstoffatmosphare ergab, wie zwei Kontrollversuche zeigten, 
keine Anderung des N-Gehaltes, soda ein Verlust gasformiger 
N-haltiger Produkte nicht eintritt. Ganz anders dagegen, wenn 
die Riickenmarksticke in physiologischer Kochsalzlésung unter 
stiindiger Durchleitung von Sauerstoff aufbewahrt werden. Hier 
zeigt sich nach laingerem Verweilen in der Lésung regelmabig 
eine deutliche Verringerung des N-Gehaltes, die in 12 Ver- 
suchen, bei welchen die Riickenmarkstiicke durch 24 Stunden 
bei gewOhnlicher Zimmertemperatur unter den angegebenen 
Bedingungen gehalten wurden, 0,21—0,29, im Mittel 0,25 °/o 
der frischen Substanz oder ca. 20°/o des Gesamtstickstoffs 
betrug. 

EinfluB der GefaBhaut. In den eben erwaéhnten Ver- 
suchen sind drei an piafreien Riickenmarken angestellte mit 
inbegriffen; bei diesen bewegte sich der auf die Gewichtseinheit 
bezogene N-Umsatz in den gleichen Grenzen wie bei den von 
der Pia umhiillten Praparaten, machte jedoch in Anbetracht 
des, wie oben bemerkt, geringeren N-Gehaltes einen etwas 
grOBeren Prozentsatz des letzteren aus. Die GefaiShaut nimmt 
also, wie zu erwarten war, an dem N-Umsatz keinen nennens- 
werten Anteil; sie hat ferner trotz ihrer von Unger’) erwie- 
senen semipermeablen Eigenschaften auch keinen merklichen 
Einflu8 auf das Herausdiffundieren der N-haltigen Stoffwechsel- 
produkte, da sonst ihre Anwesenheit eine deutliche Wirkung 
auf die Gréfe des N-Verlustes ausiiben miifte. 

Zeitlicher Verlauf des N-Umsatzes. Innerhalb der 
ersten 24 Stunden verliuft der Umsatz der N-haltigen Substanzen 
anscheinend ziemlich gleichmaSig, wie die beiden folgenden 
Versuche zeigen: In dem einen wurde von dem in drei Teile 
zerlegten Riickenmark !/s sofort, 1/3 nach 8, und das letzte 


‘) R. Unger, Untersuchungen iiber den Einfluf von anorganischen 
Lisungen etc. Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 103 (1914), — Uber physikalisch- 
chemische Eigenschaften des Froschriickenmarks etc. Ebenda, Bd. 80, 
S. 364 (1917). 
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nach weiteren 16 Stunden untersucht; der N-Verlust betrug 
in den ersten 8 Stunden 0,10, in den folgenden 16 Stunden 
0,19 °/o der frischen Substanz. In analoger Weise betrug in 
einem zweiten Versuche die Differenz zwischen dem N-Gehalt 
einer nach 16 Stunden und einer nach weiteren 8 Stunden 
untersuchten Riickenmarkshilfte 0,08 °/o, mithin wieder etwa 
1/3; des sonst innerhalb 24 Stunden zu beobachtenden N-Ver- 
lustes. Dagegen ist bei gewOhnlicher Temperatur am zweiten 
Tage der N-Umsatz nurmehr ganz minimal, soda die nach 
48 Stunden gewonnenen Werte durchaus in die Grenzen der 
nach 24 Stunden beobachteten hineinfallen. So betrug der 
N-Verlust nach 48 Stunden in einem Versuche 0,28, in einem 
zweiten 0,24, in einem dritten 0,27°/o der frischen Substanz. 
In einem vierten Versuche betrug der an dem gleichen in drei 
Teile zerlegten Riickenmark untersuchte N-Umsatz nach den 
ersten 24 Stunden 0,21 °/o, und nach weiteren 24 Stunden 
0,04 °/o, fiel somit auch hier bereits in die Fehlergrenzen der 
Methodik. 

EinfluB der Temperatur. Anders verhilt es_ sich, 
wenn die Geschwindigkeit des Umsatzes durch Abkiihlung eine 
Verminderung erfihrt. Dann sinkt der N-Umsatz des ersten 
und steigt derjenige des zweiten Versuchstages, wie der folgende 
Versuch zeigt, bei welchem das bei 10—12° gehaltene Riicken- 
mark nach den ersten 24 Stunden einen N-Verlust von 0,17 °/o 
und nach weiteren 24 Stunden einen solchen von 0,11 °/o auf- 
wies. Wiahrend so die relativ geringfiigige Herabsetzung der 
AuBentemperatur von meist 15—18° auf 10—12° eine sehr 
deutliche Verlangsamung des N-Umsatzes herbeifiihrte, hatte 
die in einem Versuche vorgenommene Erhéhung der Temperatur 
auf 21° keine deutliche Anderung zur Folge, da der N-Verlust 
innerhalb 24 Stunden nur den normalen Wert von 0,26 °/o der 
frischen Substanz zeigte. Der Einflu8 der Temperatur auf den 
Reizstoffwechsel soll spiter noch Erwahnung finden. 

Einflu8 der Zusammensetzung der Liésung. Aus 
den Versuchen iiber den Zuckerstoffwechsel des Froschriicken- 
marks hatte sich ergeben (a. a. O. S. 194), daB Calcium schon 
in geringer Menge (0,1°/o CaCl,) eine sehr starke Verminde- 
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rung des Zuckerverbrauches herbeifiihrt. Um so tiberraschender 
war das Ergebnis, dai der gleiche Calciumzusatz eine 
bedeutende Steigerung des N-Umsatzes veranlaBt, wie die 
beiden folgenden Versuche zeigen; in dem einen betrug der 
N-Verlust innerhalb 24 Stunden 0,37°/o der frischen Substanz 
oder 29°/o des N-Gehaltes, also um etwa 50°/o mehr als unter 
gewohnlichen Bedingungen; in dem zweiten Versuche wurde 
an demselben in drei Teile geteilten Riickenmark der N-Umsatz 
in gewohnlicher 0,7°/oiger NaCl-Lésuug mit demjenigen bei 
Zusatz von 0,1°/o CaCl, verglichen; es ergab sich (innerhalb 
24 Stunden) fiir das in der ersteren liegende Stiick ein N-Ver- 
lust yon 0,22, in der zweiten Lésung ein solcher von 0,34°/o 
der frischen Substanz oder ein Mehrumsatz von 55°/o. Eine 
Erklirung dieser eigenartigen Calciumwirkung konnte um so 
weniger gegeben werden, als, wie wir noch sehen werden, 
der N-Umsatz in engster Abhiangigkeit von der Sauerstoffzufuhr 
steht, der Sauerstoffverbrauch aber nach den Untersuchungen 
Ungers (a. a. 0.) bei der verwendeten Calciumkonzentration 
eine ansehnliche Verminderung aufweist. 

Im Gegensatz zum Calcium bewirkt Kalium eine betricht- 
liche Herabsetzung des N-Umsatzes, wie ein Versuch 
zeigt, in welchem der an Teilen des gleichen Riickenmarks 
untersuchte N-Verlust innerhalb 24 Stunden in der gewohn- 
lichen NaC]-Lésung 0,25 °/o, bei Zusatz von 0,1°/o KCl dagegen 
bloB 0,17°/o der frischen Substanz betrug, was einer Ver- 
minderung des N-Umsatzes um 47°/o entspricht. 

Zusatz von Traubenzucker oder Milchzucker in einer 
Konzentration von 0,5°/o lie8 weder an dem von der Pia um- 
hiillten Riickenmark, noch nach Entfernung der Pia einen 
Einflu8 auf den N-Umsatz erkennen. 

EinfluB der Narkose. Zur Feststellung der Bezie- 
hungen zwischen N-Umsatz und Lebenstatigkeit wurde 
ebenso wie beim Zuckerstoffwechsel der Einflu8 laéhmender 
und erregender Faktoren untersucht, namlich die Wirkung der 
Narkose und jene der elektrischen Reizung. Der Zusatz von 
4 vol.-°/oigem Athylalkohol zur physiologischen NaCl-Lésung 
driickte den N-Verlust bis hart an die Fehlergrenze herunter, 
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in einem Versuch (Riickenmark mit Pia) auf 0,08°/o, in einem 
zweiten und dritten (ohne Pia) auf 0,04 bezw. 0,06°/o der 
frischen Substanz in 24 Stunden. In diesem letzten Versuch 
wurde der N-Umsatz auch noch am zweiten Tage untersucht, 
nachdem das Riickenmark in alkoholfreie Lésung zuriickgebracht 
worden war, doch trat keine Erholung mehr ein und der N- 
Verlust blieb an der Fehlergrenze (0,05 0). 

Einflu& elektrischer Reizung. Uberzeugender noch 
als die auch auf leblose Substrate sich erstreckende Wirkung 
der Narkotica lehrt ebenso wie beim Zuckerstoffwechsel die 
Wirkung der elektrischen Reizung den engen Zusammenhang 
zwischen N-Umsatz und Lebensvorgiingen. 

Die ersten Versuche wurden in der Weise angestellt, daB 
zu Beginn der 24stiindigen Versuchszeit eine 10stiindige Reiz- 
periode eingeschaltet wurde, in welcher ein Riickenmarkstiick 
in seiner Lésung durch rhythmische tetanisierende Folgen von 
Induktionsschligen gereizt wurde, wahrend ein Kontrollstiick 
desselben Priéparats unter den gleichen Bedingungen ohne 
Reizung verblieb. Der N-Verlust des gereizten Stiickes betrug 
in einem Versuch 0,43°/o der frischen Substanz gegeniiber 
0,24°/o beim ungereizten, in einem zweiten 0,41°/o gegeniiber 
0,25°/o, d. i. eine Steigerung des N-Umsatzes um 79°/o im 
ersten, um 64°/o im zweiten Falle. Die Einschaltung einer 
8stiindigen Reizperiode erhdhte in einem dritten Versuch (bei 
welchem die Reizung zum Schluf nicht ganz zuverlissig war) 
den N-Umsatz auf 0,37°/o, was unter Zugrundelegung des nor- 
malen Wertes eine Steigerung um etwa 50°/o bedeutet. Um 
festzustellen, ob die Reizung auch noch am zweiten Tage, an 
welchem, wie oben erwahnt, ein N-Verlust unter gewoOhnlichen 
Bedingungen nicht mehr sicher nachweisbar ist, eine Steigerung 
des N-Umsatzes herbeizufiihren vermag, wurde in einem Ver- 
such eine Riickenmarkshialfte nach 48stiindigem Aufenthalt in 
O-haltiger NaCl-Lisung ungereizt untersucht, wahrend die andere 
Halfte unter sonst gleichen Bedingungen am zweiten Tage 
durch 81/2 Stunden gereizt wurde; es ergab sich ein um 0,09°/o 
(der frischen Substanz) héherer N-Umsatz im letzteren Falle, 
was in Anbetracht des Umstandes, da der normale N-Verlust 
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am zweiten Tage unter 0,05 °/o liegt, einer Steigerung um 
mindestens 100°/o entspricht. 

Um nun zu einer direkten Vergleichung der GréBe des 
Reizumsatzes mit jener des Ruheumsatzes zu gelangen, wurden 
vier weitere Versuche in der Weise angestellt, da’ von dem 
in drei Teile zerlegten Riickenmark ein Drittel sofort, ein Drittel 
nach 14—15dstiindigem Ruhestoffwechsel und das letzte Drittel 
nach weiterer 8—9stiindiger Reizung untersucht wurde. Da, 
wie oben ausgefiihrt, der N-Umsatz sich innerhalb der ersten 
24 Stunden annihernd konstant verhalt, jedenfalls durch die 
Versuchsdauer an sich nur eine Verminderung erfahren kann, 
so mubte die Steigerung, die wihrend der an den Ruheversuch 
sich anschliefbenden Reizperiode zu beobachten war, mit Sicher- 
heit auf den Erregungsvorgang zu beziehen sein. Das Ergebnis 
dieser Versuche ist in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 
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Versuchs | periode | in mg | periode | in mg |wechsels 

13 1,29 14 1,14 2,6 8 0,92 6,6 254 

13—14 1,29 141/s 1,13 2,7 8 0,90 6,9 256 

16'/s—18 | 1,30 141/s 1,15 2,5 8 0,86 8,7 348 

16-17 | 130 | 15s | 1,16 22 9 0,85 8.3 377 
| | 











Diese Zusammenstellung zeigt, dafB die elektrische 
Reizung eine (anscheinend hochgradig von der Temperatur 
abhingige) auBerordentliche Steigerung des N-Umsatzes 
herbeifiihrt, der bei 13—14° das 2'/2fache, bei 16—18° 
sogar das 3!/2fache des Ruhewertes zu erreichen vermag, 
eine Steigerung, die noch weit tiber jene hinausgeht, die Sauer- 
stoffverbrauch und Zuckerverbrauch unter dem EinfluB der 
Erregung aufweisen. 

EinfluB der Sauerstoffzufuhr. Eine letzte Versuchs- 
reihe schlieBlich hatte die Abhangigkeit des N-Umsatzes von 
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der O-Zufuhr zum Gegenstand. Es zeigte sich, da8 auch diese 
Abhingigkeit eine viel weitergehende war als beim Zucker- 
verbrauch: Ein Riickenmarkstiick, das 24 Stunden in einer mit 
Sauerstoff geschiittelten NaCl-Lésung, aber ohne die sonst stets 
dauernd vorgenormmmene QO-Durchleitung verweilt hatte, zeigte 
einen N-Verlust von nur 0,18°/o, also betrachtlich weniger als 
in der Norm, und in einem zweiten gleichartigen, aber mit 
starker Temperaturherabsetzung verbundenen Versuche erfuhr 
das durch fast 52 Stunden bei 6° gehaltene Riickenmark einen 
N-Verlust von nur 0,08°/o. Noch niedriger war der N-Umsatz, 
wenn die NaCl-Losung vorher ausgekocht worden war; hier 
betrug er in einem Versuche bei gewohnlicher Temperatur nur 
0,06 °/o, und in einem zweiten Versuche zeigte das Riickenmark- 
stiick nach 24stiindigem Aufenthalt in ausgekochter Lésung 
noch einen N-Gehalt von 1,26°/o, der also nur wenig geringer 
sein konnte, als der hier nicht untersuchte N-Gehalt des frischen 
Priparates. In diesem Versuche wurde die in der gleichen 
Losung belassene Hilfte des gleichen Riickenmarks durch 
weitere 24 Stunden, aber bei staéndiger Durchleitung von Sauer- 
stoff gehalten und jetzt noch nachtraglich ein N-Verlust von 
0,11°/o erzielt. Um den EinfluB des (bei Fehlen der O-Durch- 
leitung) in der Loésung enthaltenen Sauerstoffs deutlicher 
hervortreten zu lassen, wurde in einem Versuch der 
N-Umsatz an zwei Hialften desselben Riickenmarks in NaCl- 
Losung untersucht, die ausgekocht, fiir die eine Hilfte aber 
nachtraglich wieder mit Sauerstoff durchgeschiittelt worden war. 
Der N-Gehalt nach 24 Stunden betrug bei der in O-armer 
Losung gehaltenen Hiilfte 1,24°/o (war also wieder nur wenig 
geringer als der normale Gehalt des frischen Priiparates), bei 
der zweiten Hialfte 1,11°/o, so daB der hier beobachtete Mehr- 
verlust an Stickstoff von 0,13°/o nur auf Kosten des durch das 
Schiitteln in die Lésung gebrachten O-Vorrats eingetreten sein 
konnte. 

Zur Feststellung der Wirkung volliger O-Entziehung 
und Ausschaltung des Einflusses, den bei Fehlen der Gas- 
durchleitung der einfache Fortfall der Fliissigkeitsbewegung 
etwa durch Erschwerung der Diffusion der N-haltigen End- 
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produkte ausiiben konnte, wurden schlieBlich einige Versuche 
mit Durchleitung von Wasserstoff angestellt (Stickstoff stand 
gerade nicht zur Verfiigung). Die ersten Versuche fihrten zu 
ganz unerwarteten Ergebnissen, indem der N-Umsatz keine 
Verminderung, einmal sogar aus ganz unaufgeklarten Griinden 
eine betrichtliche Steigerung aufwies. Es zeigte sich jedoch, 
dai diese Resultate durch fehlerhafte Methodik, namlich unge- 
niigenden AusschluB des Sauerstoffs bedingt waren. Nach Be- 
seitigung der Fehlerquellen durch sorgfaltige Reinigung des 
Wasserstoffs mit Sauerstoff absorbierenden Losungen, Ein- 
bringen der Riickenmarkstiicke in NaCl-Lésung, die durch mehr- 
stiindiges Durchleiten des reinen Wasserstoffs méglichst O-frei 
gemacht worden war, und dichten Luftabschlu8 des Versuchs- 
gefiiBes ergab sich als Differenz des N-Gehaltes vor und nach 
24stiindigem Aufenthalt in einem Versuche 0,03, in einem 
zweiten 0,02°/o der frischen Substanz, also ein ganzlich in die 
Fehlergrenzen fallender Wert. Mithin fehlt bei vélligem 
SauerstoffausschluB jeder nachweisbare Stickstoff- 
verlust, derhierdurchals das Resultat von Oxydations- 
vorgangen charakterisiert erscheint. 

Das Ergebnis dieser Versuche war insofern unerwartet, 
als der Gedanke nahe lag, daB O-Mangel eine Steigerung des 
Eiweifizerfalles und daher auch des N-Verlustes herbeifiihren 
wiirde. Wenn auch nach den Untersuchungen von Mansfeld!) 
die am Gesamtorganismus bei O-Mangel zu beobachtende 
Steigerung des Eiweifizerfalls das Resultat komplizierter, an die 
Anwesenheit der Schilddriise gebundener intermediirer Stoff- 
wechselvorginge zu sein scheint, so hatte doch das mit der 
Erstickung verbundene Absterben des Gewebes an sich eine 
Vermehrung des Zerfalls N-haltiger Substanzen erwarten lassen. 
Die Versuche zeigen, dafi weder bei der Erstickung, noch bei 
dem durch laingere Versuchsdauer bedingten allmahlichen Ab- 
sterben ein «Zerfall von Gewebssubstanzen» eintritt, zum 
mindesten kein solcher, der zur Bildung diffusibler N-haltiger 


Endprodukte fiihrt. 





‘) G. Mansfeld, Beitrige zur Physiologie der Schilddriise. VIII. 
Mitteilung. Pfliigers Arch., Bd. 161, 5. 502 (1915).* 
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Natur der N-haltigen Endprodukte und ihrer Ur- 
sprungssubstanzen. Uber die Natur der den N-Verlust 
bedingenden Ausscheidungsprodukte konnten bisher_ keine 
sicheren Anhaltspunkte gewonnen werden. Dies erscheint wohl 
nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dafi die absolute Menge 
des in einem Versuch an die umgebende NaCl-Lésung abge- 
gebenen Stickstoffs im allgemeinen zwischen 5 und 10 Hundertstel 
Milligramm betrug. Immerhin wurde der Versuch unternommen, 
die von einer grOSeren Zahl von Experimenten gesammelte 
Fliissigkeit zu untersuchen; das Resultat war bisher sehr diirftig. 
Der zum groBten Teil natiirlich aus dem Kochsalz der Lisung 
bestehende trockene Riickstand zeigte, in destilliertem Wasser 
gelést, eine leichte Gasentwicklung, gab weder Eiweib- noch 
Phosphorséurereaktion, wohl aber mit BaCl, eine deutliche 
Triibung. Harnstoff oder Harnséure konnten nicht nachge- 
wiesen werden. Der Verdunstungsriickstand der konzentrierten 
Lésung lieB unter dem Mikroskop nur Kochsalzkrystalle er- 
kennen. 

Ebensowenig wie tiber die Natur der Ausscheidungsstoffe 
laBt sich bisher iiber jene der zersetzten Substanzen etwas 
Sicheres aussagen. AuBer an Eiweif wire noch an die ver- 
schiedenen Lipoide zu denken, die allerdings in Anbetracht 
ihres geringen N-Gehaltes in betrichtlichem Umfange umgesetzt 
werden miiften, wenn sie einen grdferen Anteil an dem 
N-Verlust haben sollten. Vielleicht werden neue in Aussicht 
genommene Versuche hieriiber Aufschlu8B zu geben vermégen. 


Zusammenfassung. 


Das isolierte Froschriickenmark besitzt einen innerhalb 
enger Grenzen schwankenden Stickstoffgehalt von im Mittel 
1,30°/o der frischen Substanz fiir das von der GefaiShaut um- 
hillte, und 1,25°/o fiir das piafreie Priparat. Dieser N-Gehalt 
bleibt auch bei liingerer Aufbewahrung in Luft oder Sauerstoff 
unveradndert, sodafi eine Ausscheidung von Stickstoff in gas- 
formigen Produkten nicht stattfindet. Dagegen tritt bei Auf- 
bewahrung in von Sauerstoff durchstrémter physiologischer 
Kochsalzlésung regelmaBig ein Stickstoffverlust ein, der 
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im Mittel in den ersten 24 Stunden 2,5 mg pro 1 g frischer 
Substanz oder nahezu 20°/o des Gesamtstickstoffgehaltes betragt. 
Die GefaBhaut hat auf diesen N-Verlust keinen merklichen 
EinfluB. 

Der Stickstoffumsatz erfolgt im Verlaufe des ersten 
Tages ziemlich gleichmaébig, am zweiten Tage ist er unter 
gewOhnlichen Bedingungen nicht mehr mit Sicherheit nach- 
weisbar. Verlangsamung des N-Umsatzes durch Temperatur- 
erniedrigung bewirkt eine Verminderung des N-Verlustes am 
ersten und ein Ansteigen desselben am zweiten Tag. 

Zusatz von Calcium bewirkt im Gegensatze zu der 
Beeinflussung des Sauerstoff- und des Zuckerverbrauches eine 
bedeutende Steigerung des N-Umsatzes, Kalium eine Herab- 
setzung. 

Narkose mit 4°/oigem Alkohol driickt den N-Verlust bis 
hart an die Fehlergrenze der Methodik herunter. 

Elektrische Reizung erzeugt eine gewaltige, stark 
von der Temperatur abhingige Steigerung des Stickstoff- 
umsatzes, dessen Grodfe wihrend der Reizperiode mehr als 
das 3!/2fache des Ruhewertes erreichen kann. 

Sauerstoffmangel vermindert den N-Verlust, vélliger 
O-Ausschlu8 hebt ihn giénzlich auf. Der Stickstoffverlust 
beruht mithin auf Oxydationsvorgangen. 

Uber die Natur der umgesetzten Substanzen und der Aus- 
scheidungsprodukte konnten bisher keine sicheren Anhalts- 


punkte gewonnen werden. 


























Beitrag zur Kenntnis des Sitosterins. 


Von 


A. Windaus und Erik Rahlén. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Laboratorium der Universitat Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Januar 1918.) 





Das Sitosterin gehdrt zu den Sterinen, denen folgende 
gemeinsame Reaktionen zugeschrieben werden: «Es sind hoch- 
molekulare, ungesittigte, wasserstoffreiche Alkohole, die in 
bezug auf das Verhaltnis von Kohlenstoff- zu Wasserstoffatomen 
den Polyterpenen nahestehen. Sie krystallisieren aus Ather 
wasserfrei in Nadeln, aus verdiinntem Alkohol in Blittchen, 
die 1 Mol. Krystallwasser enthalten; mit Essigséureanhydrid 
und konzentrierter Schwefelsiure, sowie mit einigen andern 
Reagentien liefern sie ziemlich charakteristische Farbenreak- 
tionen; sie wirken entgiftend auf Saponine und geben, soweit 
die bisherigen Untersuchungen reichen, mit Digitonin unldésliche 
Additionsprodukte >» .') 

Das Cholesterin ist bei weitem, das wichtigste und ver- 
breitetste Zoosterin, das Sitosterin ist das verbreitetste Phyto- 
sterin. Beide besitzen dieselbe Formel C,,H,,O und zeigen 
eine verbliiffende Ahnlichkeit in ihren physikalischen und chemi- 
schen Eigenschaften; ihre nahe Verwandtschaft geht auch daraus 
hervor, daB die Pflanzenfresser befahigt sein sollen, das mit der 
Nahrung aufgenommene Sitosterin in Cholesterin umzuwandeln.?) 

Ein Vergleich der physikalischen Eigenschaften des 
Sitosterins mit denjenigen des Cholesterins ergibt das Fol- 
gende:*) Sitosterin krystallisiert aus 96°/oigem Alkohol in weiBen, 
glinzenden Blattchen, deren Form langgestreckter erscheint als 

‘) Biochem. Handlexikon, Bd. III, S. 268. 

*) Fraser und Gardner, Proc. Roy. Soc., Bd. 81, 8. 230 (1909). 

’) Auf die Verfahren, die in der Nahrungsmittelchemie zur Unter- 


scheidung des Cholesterins und Sitosterins verwendet werden, soll hier 
nicht eingegangen werden. 
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bei den Cholesterinkrystallen; der Schmelzpunkt des Sitosterins 
liegt bei 137°, derjenige des Cholesterins bei 148°. Im Verhalten 
zu Loésungsmitteln und in ihren Farbenreaktionen zeigen die 
beiden Stoffe keine auffallenden Unterschiede. Die optische 
Drehung des Sitosterins in atherischer Lésung betragt [a] p= 
— 26,71°, diejenige des Cholesterins [a] * '° = — 29,92°. 

Die chemische Untersuchung des Sitosterins ist bisher 
nicht so griindlich erfolgt wie diejenige des Cholesterins; indessen 
ist bereits das Folgende ermittelt worden: Das Sitosterin 
enthalt eine Alkoholgruppe genau wie das Cholesterin, dies 
ist durch Darstellung zahlreicher krystallisierter Ester bewiesen, ') 
die den entsprechenden isomeren Cholesterinderivaten sehr 
iihnlich sind. Die Alkoholgruppe des Sitosterins ist sekundar, 
wie sich aus der Oxydation des Sitosterins zu dem entsprechenden 
Keton, dem Sitostenon, ergibt.2) Das Sitostenon ist dem 
Cholestenon, dem Keton des Cholesterins, sehr ahnlich. Ferner 
addiert das Sitosterin gerade so wie das Cholesterin 1 Mol. 
Brom und enthilt also eine Doppelbindung;?) auffallender- 
weise ist das Sitosterindibromid viel leichter léslich als das 
Cholesterindibromid. 

Gegeniiber Oxydationsmitteln zeigen Cholesterin und 
Sitosterin ein ganz analoges Verhalten. Fiir das Cholesterin 
hat sich aus diesen Versuchen ergeben, daf sowohl Hydroxyl- 
gruppe wie Doppelbindung in zwei verschiedenen hydrierten 
Ringen stehen und daf sich die Doppelbindung in B-y-Stellung 
zur Alkoholgruppe befindet. +) 

Wird Cholesterin (I) mit Wasserstoffsuperoxyd oxydiert, 


entsteht: 
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I, II. III. 


') z. B. A. Hesse, A., Bd. 228, S. 296 (1885). 
*) H. W. Gloth, Dissert. Miinchen 1910, S. 41. 
5) Burian M., Bd. 18, S. 556, 570 (1897). 

*) Windaus, B. 50, 133. 
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ein Cholestantriol (II), das durch Chromsaure zu einem Diketo- 
alkohol (III) oxydiert wird; letzterer spaltet leicht Wasser ab 
und gibt ein ungesattigtes Diketon (IV), das durch Zinkstaub 
und Essigsiure zu einem gesittigten Diketon, dem Chol- 
estandion, reduziert wird; dieses endlich wird durch ener- 
gische Oxydation mit Chromsdure an einer der beiden Keto- 
gruppen aufgespalten. und eine Ketodicarbonsiaure (VI oder VII) 


gebildet. 
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Wird Sitosterin in ganz derselben Weise oxydiert,!) wie 
es hier fiir das Cholesterin beschrieben ist, erhalt man Oxy- 
dationsprodukte, die dieselbe Formel und sehr ahnliche Eigen- 
schaften besitzen wie die entsprechenden Cholesterinderivate. 
Es ist darum wahrscheinlich, aber nicht sicher bewiesen, dab 
die Oxydation genau nach demselben Schema verliuft wie beim 
Cholesterin. Wird Cholesterin mit rauchender Salpetersiure 
behandelt, erhalt man ein Nitrocholesterylnitrat von der Formel 
(VIII); und diese ungesittigte Nitroverbindung verwandelt sich 
bei der Reduktion in einen Ketoalkohol, das Cholestanon-ol 
(IX). Auch gegeniiber diesen Reagentien verhiilt sich Sitosterin 
wie Cholesterin, es liefert ein Nitrositosterylnitrat und bei der 
Reduktion ein Sitostanol.?) 





’) Pickard und Yates, Journ. ch. Soc. Lond., Bd. 93, S. 1928 (1908). 
*) Gloth, Dissert. Miinchen 1910, S. 38. 
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Wir wollen versuchen, uns nun eine bestimmte Vorstellung 
iiber die Art der Isomerie zwischen Cholesterin und Sitosterin 
zu verschaffen. 

Wir kénnen annehmen, entweder 1., daB die Anordnung 
der Kohlenstoffatome im Cholesterin und Sitosterin strukturell 
und sterisch dieselbe ist, und da die Verschiedenheit der 
beiden Stoffe durch die verschiedene Lage der OH-Gruppe oder 
der Doppelbindung oder beider bedingt sei. 

Oder 2, dafB das Kohlenstoffskelett des Cholesterins und 
des Sitosterins strukturell oder sterisch verschieden sei. 

Die erste Annahme aft sich experimentell priifen. Ist 
die Verschiedenheit der beiden isomeren Sterine nur durch die 
Stellung der Hydroxylgruppe bedingt, miissen bei dem Ersatz 
der OH-Gruppe durch Wasserstoff identische, ungesattigte 
Kohlenwasserstoffe entstehen. Ist die Verschiedenheit durch 
die Lage der Doppelbindung bedingt, miissen bei der Anlagerung 
von Wasserstoff identische gesattigte Alkohole entstehen. Ist 
endlich die Verschiedenheit sowohl durch die Lage der Doppel- 
bindung wie der OH-Gruppe bedingt, miissen wenigstens die 
gesittigten Kohlenwasserstoffe, die sich bei Ersatz der OH- 
Gruppe durch Wasserstoff und bei der Reduktion der Doppel- 
bindung bilden, identisch sein. Sind sie dagegen verschieden, 
so ist die Annahme 1 unzutreffend und die Annahme 2 
richtig, nach welcher die Kohlenstoffskelette strukturell oder 
sterisch verschieden sind. 

Die Annahme, da die Isomerie zwischen Cholesterin und 
Sitosterin allein durch die Stellung der sekundaren Alkohol- 
gruppe bedingt sei, ist sicher falsch. Schon Burian hat die 
OH-Gruppe des Sitosterins durch Cl und darauf durch Wasser- 
stoff ersetzt und einen Kohlenwasserstoff, das Sitosten, er- 
halten, der sich vom Cholesten deutlich in seinen physikalischen 
Eigenschaften unterscheidet.') 

Die Frage, ob die Verschiedenheit des Cholesterins und des 


Sitosterins durch die Lage der Doppelbindung bedingt sei, haben 
Windaus und Hauth*) zu lésen versucht und zu diesem 


1) M,, Bd. 18, S. 562 (1897). 
2) B., Bd. 40, S. 3682 (1907), Hauth, Diss. Freiburg i. B. (1907). 
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Zweck das Sitosterin mit Natrium und Amylalkohol behandelt; 
das entstandene Reaktionsprodukt, das sie fiir ein Dihydrosito- 
sterin ansprachen, war verschieden von der Verbindung, die 
Diels und Abderhalden') sowie Neuberg?) aus dem Chol- 
esterin mittels Natrium und Amylalkohol erhalten und a-Chol- 
estanol genannt hatten. Irgend welche sichere SchluBfolge- 
rungen lassen sich indessen aus diesen Versuchen nicht mehr 
ziehen, nachdem Windaus und Uibrig gezeigt haben, daB die 
Einwirkung von Natrium und Amylalkohol auf die Sterine nicht 
zu den normalen Reduktionsprodukten fiihrt. Das sogenannte 
a-Cholestanol ist vielmehr ein Kondensationsprodukt zwischen 
Cholesterin und Amylalkohol, daneben entsteht bei der Ein- 
wirkung von Natrium und Amylalkohol noch das _ sog. 
y-Cholestanol, das eine Additionsverbindung verschiedener 
Dihydrocholesterine darstellt. 

Auch das Dihydrositosterin vom Schmelzpunkt 176°, das 
Windaus und Hauth bereitet hatten, ist nicht das normale 
Reduktionsprodukt des Sitosterins, sondern eine Additionsver- 
bindung verschiedener Sitosterinderivate, deren vollstindige 
Trennung auch nach der Digitoninmethode schwierig ist. 

Die Frage, ob die normalen Reduktionsprodukte des 
Cholesterins und des Sitosterins identisch sind, ist daher noch 
offen. Die Méglichkeit, die normalen Reduktionsprodukte der 
Sterine zu bereiten, ist seitdem durch die Ausarbeitung der 
katalytischen Reduktionsmethoden geschaffen worden; als erste 
haben Willstatter und Mayer’) das Cholesterin in atherischer 
Losung mit Wasserstoff und Platin hydriert und hierbei in 
glatter Reduktion das normale Dihydrocholesterin bereitet. Auch 
auf ein Phytosterin, das Sterin des NuBdls, ist die katalytische 
Hydrierung bereits iibertragen worden. *) 





') B., Bd. 39, S. 886. 

*) B., Bd. 39, S. 1155. 

*) B., Bd. 41, S. 2199 (1908). 

*) Menozzi und Moreschi, Acc. Lincei, Roma (5) 19, I, 187 
(1910). Das Phytosterin aus Nufél ist dem Sitosterin ahnlich, es unter- 
scheidet sich aber durch den Schmelzpunkt seines Acetats (121°) deutlich 
vom Sitosterinacetat vom Schmelzpunkt 128°. 

16* 
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Wir haben nun die entsprechenden Versuche mit dem 
Sitosterin vorgenommen und diese Verbindung in essigsaurer 
Lésung mit Palladium und Wasserstoff hydriert. Das dabei 
entstehende Reaktionsprodukt, das Sitostanol, ist verschieden 
von $-Cholestanol; dadurch ist der Beweis geliefert, daB die 
Verschiedenheit zwischen Sitosterin und Cholesterin auch nicht 
durch die Lage der Doppelbindung bedingt ist. 

Das Dihydrositosterin haben wir durch einige Derivate 
charakterisiert und daraus durch Oxydation mit Chromsaure 
eine Sitostandiséure bereitet; dadurch ist bewiesen, daf auch 
die sekundére Alkoholgruppe des Sitosterins in einem hydrierten 


Ringe steht, 
C,H, Cy Hy, 
* — 2 
CH,—CHOH COOH COOH 

diese Sitostandisdéure gibt bei der Destillation mit Essigsaure- 
anhydrid ein zyklisches Keton C,,H,,0, sie verhalt sich also 
wie eine substituierte Pimelinséure oder Adipinsaure; der 
hydrierte Ring, in welchem sich die Alkoholgruppe befindet, 
mu8 also ein 6- (oder vielleicht ein 7-) Ring sein; das Vor- 
handensein eines 5-Ringes ist ausgeschlossen. Genau dieselben 
Ermittelungen sind auch am Dihydrocholesterin vorgenommen 
und bestiitigen wieder die grofe Ahnlichkeit der beiden Sterine. 

Von den oben erorterten Moglichkeiten sind daher die ersten 
beiden als unrichtig nachgewiesen; es bleibt noch die Annahme, 
das sowohl die Stellung der OH-Gruppe, wie auch diejenige 
der Doppelbindung die Isomerie zwischen Cholesterin und Sito- 
sterin bedingt; in diesem Falle miifiten, wie schon besprochen, 
die gesiattigten Kohlenwasserstoffe, das Sitostan und das 
Cholestan, identisch sein. Das Cholestan ist bereits von 
Diels und Linn’) sowie von Mauthner?) dargestellt worden. 
Wir haben das Sitostan bereitet und zwar dadurch, da8 wir nach 
dem Verfahren von Clemmensen®) die CO-Gruppe des Sito- 
stanons mittels amalgamiertem Zink und konzentrierter Salz- 
siure durch die CH,-Gruppe ersetzt haben. Das so erhaltene 


') B., Bd. 41, S. 544 (1908). 
2) M., Bd. 30, S. 635. 
8) B., Bd. 46, S. 1837; Bd. 47, S. 51, 681. 
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Sitostan ist zwar dem Cholestan sehr ahnlich, zeigt aber 
doch sicher ermittelte Verschiedenheiten und gibt mit dem 
Cholestan eine Schmelzpunktserniedrigung. Auger dem Cholestan 
ist noch ein anderer isomerer Kohlenwasserstoff C,,H,, bekannt, 
das Pseudocholestan,') das auch Koprostan?) genannt 
wird, weil es der dem Koprosterin entsprechende Kohlen- 
wasserstoff ist. Auch von Koprostan unterscheidet sich das 
Sitostan in seinen physikalischen Konstanten. 

Als Endergebnis dieser Beobachtungen ergibt sich also, 
dafi die Verschiedenheit des Cholesterins und des Sitosterins 
nicht durch die Lage der Doppelbindung oder der Hydroxyl- 
gruppe bedingt ist, sondern im Kohlenstoffskelett selbst begriindet 
ist. Ob es sich um eine strukturelle oder nur um eine sterische 
Isomerie handelt, aft sich bisher nicht mit Sicherheit angeben. 
Bei der verbliiffenden Ubereinstimmung im chemischen Ver- 
halten der beiden Stoffe halten wir aber eine sterische 
Isomerie fiir sehr wahrscheinlich. Ob die andern Sterine der 
Formel C,,H,,0, die so zahlreich im Tier- und Pflanzenreich 
vorkommen, ebenfalls mit dem Cholesterin stereoisomer und 
strukturidentisch sind oder nicht, ist vorlaufig ganz unsicher. Nur 
das eine kann dazu bemerkt werden, daf jede der fiir das Chol- 
esterin in Betracht kommenden Strukturformeln, z. B. die unten- 


stehende Formel: 
CH, 
a 
CH,—CH CH, 
a <a 
CH CH—CH,—CH—CH, 


li i | 
H.C CH CH, 
S| | 

CH CH CH, 
PLS | 
H,G “ _ Ci, 
| 
H.C CH CH CH 
Fe FS, 
CH CH CH, CH, 
* 
OH 





!) M., Bd. 27, S. 305; Bd. 28, S. 1113; Bd. 30, S. 635. 
2) B., Bd. 48, S. 857 (1915). 











230 A. Windaus und Erik Rahlén, 


eine groBe Anzahl asymmetrischer Kohlenstoffatome enthalt 
und daB daher theoretisch die Zahl der mdglichen Stereo- 
isomeren bei weitem die Zahl der tatsichlich gefundenen 


Isomeren iibersteigt. 


Experimenteller Teil. 


Das fiir die Versuche verwendete Sitosterin wurde aus 
dem Merkschen Phytosterin, das aus Calabarbohnen stammt, 
nach der Methode von Windaus und Hauth’) bereitet und 
in ganz reinem Zustande erhalten. 


Hydrierung des Sitosterins zum Sitostanol. 


Um an die doppelte Bindung des Sitosterins 1 Mol. Wasser- 
stoff anzulagern und den gesattigten Alkohol, das Sitostanol, 
zu erhalten, wurde anfangs folgendermafen verfahren: Ungefahr 
2 g reines Sitosterin vom Schmelzpunkt 137° wurden in 200 ccm 
Ather gelést, die Lésung in eine zweihalsige mit langem ein- 
geschliffenen Zuleitungsrohr und kurzem eingeschliffenen Ab- 
leitungsrohr versehene Flasche gebracht, dann ca. 1,5 g 
Palladiumschwamm dazugegeben und durch das lange Zu- 
leitungsrohr Wasserstoff eingeleitet, bis die Luft aus der 
Flasche vollstandig vertrieben war. Dann wurde das Ablei- 
tungsrohr durch einen darauf befindlichen Glashahn abge- 
schlossen, sodaB der Wasserstoff sich unter dem Druck des 
Kippschen Apparates befand. Der Wasserstoff wurde durch 
Kaliumpermanganat und konzentrierte Schwefelsdure gewaschen, 
die Flasche auf einem Schiittelapparat kriftig geschiittelt. Es 
konnte eine sehr langsame, aber regelmiafige Wasserstoffauf- 
nahme beobachtet werden, die erst nach einer Woche voll- 
stiindig beendigt war. Der Ather wurde dann vom Palladium 
abfiltriert, abdestilliert und der Riickstand aus heiBem Alkohol 
umkrystallisiert. Man erhalt dann eine schon krystallisierte 
Verbindung, die zwar wie das Ausgangsmaterial bei 137° 
schmilzt, aber nicht mehr die Salkowskische Farbenreaktion 
liefert. 

Spiter wurde zur Reduktion die folgende, sehr viel bessere 
Methode benutzt: 5 g reines Sitosterin wurden in einem Rund- 


1) B., Bd. 39, S. 4378. 
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kolben in 200 cem 90°/oiger Essigsiéure heif gelést; der Kolben, 
der einen eingeschliffenen Stdpsel mit Zu- und Ableitungsrohr und 
eingeschliffenen Glashahnen hatte, wurde in eine Blechbiichse 
gebracht, durch die Wasserdampf von 100° strémte. Bei dieser 
Temperatur wurde nun die Sitosterinlésung mit Palladium unter 
Einleiten von Wasserstoff geschiittelt, das rasche Durchperlen 
des Wasserstoffs durch die Waschflaschen lief eine sehr ener- 
gische Wasserstoffaufnahme erkennen. Bereits nach einer Stunde 
gab eine herausgenommene Probe keine Salkowskische Re- 
aktion mehr, nach 2 Stunden wurde der Versuch abgebrochen, 
die Lésung filtriert, das Sitostanol mit Wasser ausgefiillt, abge- 
saugt und wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. Das Sito- 
stanol krystallisiert in langgestreckten Parallelogrammen, hiufig 
mit den spitzen Ecken abgeschnitten, oder in regelmiabig 
geformten sechseckigen Blattchen. Der Schmelzpunkt blieb nach 
wiederholtem Umkrystallisieren konstant bei 137°. 


0,2236 g Substanz in 5 ecem Chloroform zeigten im 1 dem- 
Rohr eine Drehung von + 1,247°. [a]*° — 27,99. 


Die Analyse der bei 100° zu konstantem Gewicht getrock- 
neten Substanz ergab: 

0,1459 g Substanz: 0,4472 g CO,; 0,1710 g H,0. 
C,7H,,0. Berechnet: C = 83,43 H = 12,45. 
Gefunden: C = 83,60 H = 13,11. 

Das Sitostanol ist dem £-Cholestanol sehr ihnlich, zeigt 
aber deutliche Unterschiede im Schmelzpunkt und in der Kry- 
stallform. In beiden Fallen geht die urspriingliche Linksdrehung 
in eine etwa ebenso grofe Rechtsdrehung iiber, in beiden Fillen 
verschwindet die Salkowskische Farbenreaktion. 

Wihrend sich Cholestanol und Sitostanol nur um 3—4”" 
im Schmelzpunkt unterscheiden, ist die Differenz im Schmelz- 
punkt der Acetate betrichtlich (22°). 


Sitostylacetat. 


0,5 g reines Sitostanol wurden mit 10 ccm Essigsiure- 
anhydrid eine Stunde unter Riickflu8 gekocht, die Lésung in 
Wasser gegossen, die ausgefillte Substanz abliltriert und wieder- 
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holt aus heifem Alkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt 
des reinen Acetats liegt bei 132 °. 


Oxydation des Sitostanols zum Sitostanon. 


5 g Sitostanol wurden in 150 ccm heiBer 95°/oiger Essig- 
siure geldst und die Lésung nach dem Abkiihlen auf 45° mit 
ungefaihr 1 g Chromsdéureanhydrid (= 1 Atom Sauerstoff) in 
wenig Wasser tropfenweise versetzt. Nach einiger Zeit wurden 
noch weitere 2 g Chromsdureanhydrid in wenig Wasser geloést 
hinzugefiigt, und die Mischung unter hiufigem Umschiitteln auf 
dem schwachsiedenden Wasserbade eine halbe Stunde stehen 
gelassen. Nach dieser Zeit wurde die abgekiihlte Lésung mit 
wiasseriger schwefeliger Séure versetzt, bis die braune Farbe 
in griin umgeschlagen war, das Oxydationsprodukt mit Wasser 
gefillt und abgesaugt. Das so erhaltene Material wurde in 
Ather gelist, die gebildete Saiure aus dem Ather mit verdiinnter 
Kalilauge entfernt und die atherische Losung eingedampft. Das 
zuriickbleibende Keton wurde mehrmals aus heiBem Alkohol 
umkrystallisiert, bis der Schmelzpunkt bei 157° konstant wurde. 
Die Ausbeute an reinem Keton betrug tiber 1 g. 

0,2657 g Substanz in 5 eem Chloroform zeigten im 1 dem- 
Rohr eine Drehung von + 2,437° [a] +” = ++ 45,79. 

Analyse: 0,1620g¢ Substanz: 0,4964 g CO,; 0,1774 g H,O — 0,0960g 
Substanz: 0,2940 g CO,; 0,1038 g H,0. 

C,;H,,0. Berechnet: C = 83,86°% H = 12,00%. 
Gefunden: C = 83,59°%o H = 12,25. 
83,55 °/o 12,10 %/o. 

Beziiglich der Krystallformen gilt dasselbe wie fiir Sito- 
stanol, doch lassen sich gut ausgebildete Krystalle nur unter 
besonders giinstigen Bedingungen erhalten, und eine nadlige 
Ausbildung derselben scheint leicht einzutreten. Das Sitostanon 
ist leicht léslich in absolutem Alkohol, in Chloroform und in 
Ather, die Lislichkeit in wasserigem Alkohol schon bei einem 
geringen Prozentgehalt an Wasser gering. 

Aus den Dihydrocholesterinen sind zwei Ketone C,,H,,0 
erhalten worden, das B-Cholestanon!) aus dem -Cholestanol 


') Diels und Abderhalden, Bd. 39, S. 886. Vgl. Windaus, 
Bd. 47, S. 2384. 
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und das Koprostanon') aus dem Koprosterin. Das erste schmilzt 
bei 128—129°, das andere bei 61—62°. Die Verschiedenheit 
zwischen diesen beiden Ketonen und dem Sitostanon vom 
Schmelzpunkt 157° liegt offen zutage. 


Oxydation des Sitostanols zur Sitostandisaure. 


6 g reines Sitostanol wurden in 200 ccm heiBer 95 °/oiger 
Essigsaéure gelost und die Losung nach dem Abkiihlen auf etwa 
70° mit 6 g Chromtrioxyd in wenig Wasser versetzt und etwa 
2 Stunden unter staéndigem Riihren auf dieser Temperatur 
gehalten; dann wurde mit schwefliger Saure und mit viel Wasser 
versetzt, das gefillte Material abgesaugt, ausgewaschen und in 
Ather gelést. Die dtherische Lésung wurde einige Male mit 
verdinnter Kalilauge ausgezogen, die alkoholischen Ausziige 
wurden vereint, dann mit verdiinnter Salzséure angesiduert und 
die frei gemachte Sitostandisiure mit Ather aufgenommen, nach 
dem Abdunsten des Athers blieb die Sdéure zuriick und wurde 
nun noch mehrmals aus Eisessig umkrystallisiert, bis der Schmelz- 
punkt bei 225—227° konstant blieb. Die Ausbeute an reiner 
Saure betrug 3,6 g. 

Die Sitostandiséure krystallisiert aus Eisessig in wohl 
ausgebildeten Krystallen, in denen wiederum die Parallelo- 


gramme und die regelmafigen Sechsecke vorhanden sind. 
Analyse: 3,951 mg Substanz: 10,80 mg CO,; 3,75 mg H,0. 
C,,H,,0,. Berechnet: C 74,60 H 10,67. 
Gefunden: C 74,55 H 10,62. 
Titration: 0,1906 g Séure wurden in alkohol. Lésung mit /1o Kal - 


lauge titriert. Verbrauch: 8,55 ccm /1:0-Lauge. 
Aquivalentgewicht fiir C,,H,,O, (zweibasich). Ber.: 217. Gef.: 223. 


In der Literatur sind zwei Sauren C,,H,,0, beschrieben, 
die mit der hier erhaltenen isomer sind: die B-Cholestandisiure ”) 
vom Schmelzpunkt 196° aus B-Cholestanol und die Koprostandi- 
sdure®) vom Schmelzpunkt 249° aus Koprosterin; beide sind 
sicher verschieden von der hier beschriebenen Sitostandisaure. 


1) Dorée und Gardner, Journ. ch. Soc. Lond., Bd. 93, S. 1625. 
Windaus, Bd. 47, S. 2384; Bd. 49, 1724. 
*) Windaus und Uibrig, Bd. 47, S. 2384 (1914). Vgl. Windaus, 


Bd. 49, S. 1732. 
*) Gardner und Godden, Biochem. Journ., Bd. 7, S. 590. 
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Abbau der Siure C,,H,,0, zum Keton C,,H,,0. 


Zum weiteren Abbau wurde die Sitostandisdéure mit etwas 
Essigsiureanhydrid im Vakuum bei 280° trocken destilliert. 
In einer kleinen Retorte, die sich in einem Luftbad befand, 
wurden 2 g Siure mit 6 ccm Essigséureanhydrid vermischt, 
dann langsam erhitzt und das Essigsdéureanhydrid bei gewohn- 
lichem Druck abdestilliert. Dann wurde die Retorte mit einer 
Vorlage verbunden und die Temperatur auf 280° gesteigert 
und gleichzeitig die Retorte mit der Wasserstrahlpumpe eva- 
kuiert. Bei dieser Behandlung spaltete die Dicarbonsaure CO, 
und Wasser ab und ging in ein Keton tiber, das sich als schwach 
gelblich gefiirbte Fliissigkeit in der Vorlage ansammelte und 
beim Abkiihlen in schénen Nadeln erstarrte. Das Keton wurde 
in Ather gelést, der Ather zur Entfernung eventuell mitgerissener 
Siiure mit etwas verdiinnter Kalilauge gewaschen, abdestilliert 
und der Riickstand aus verdiinntem Methylalkohol umkrystal- 
lisiert, bis der Schmelzpunkt bei 112° konstant wurde. Es 
zeigte ein ganz vorziigliches Krystallisationsvermégen und alle 
bei den bereits beschriebenen Verbindungen beobachteten 
Krystallformen (Parallelogramme mit ausgebildeten, spitzen 
Winkeln, langgestreckte Sechsecke und ganz regelmabige 
Sechsecke). 

Analyse: 4,190 mg Substanz: 12,77 mg CO,; 4,49 mg H,0. 

C,,H,,0. Berechnet: C 83,12 H 11,99. 
Gefunden: C 83,12 H 11,99. 

Auch die beiden Sauren, die Cholestandiséure und die 
Koprostandiséure geben bei der Destillation zyklische Ketone 
C,,H,,O, von denen das eine bei 99—100°, das andere bei 
71° schmilzt. Sie sind sicher verschieden von dem hier 
beschriebenen Stoff. 


Reduktion des Sitostanons zum Sitostan. 


1,5 g Sitostanon wurden in 200 ccm siedendem Kisessig 
gelést, dann mit amalgamiertem Zink nach Clemmensen‘) 
versetzt und nunmehr die Losung unter wiederholtem Zusatz 
kleiner Mengen konzentrierter Salzsiure 6 Stunden am Riick- 





') B., Bd. 46, S. 1837; Bd. 47, S. 51, 681. 

















3: ‘Biiplape, 





























Paes 
COTES sy: 
3 igs Leesa cae 


FREES GEN SA Scheel Sa al 








Beitrag zur Kenntnis des Sitosterins. 235 


fluBkiihler gekocht. Der gebildete gesittigte Kohlenwasserstoff 
schied sich allmihlich als Ol auf der Oberfliche der Fliissigkeit 
ab und erstarrte beim Abkiihlen zu einer Krystallmasse. Diese 
wurde abfiltriert und zur Entfernnng etwa ungesiittigten Kohlen- 
wasserstoffes mit Essigséureanhydrid und konzentrierterSchwefel- 
siiure behandelt. Die Mischung farbte sich hierbei griin. Dann 
wurde sehr vorsichtig mit wenig Wasser versetzt, wobei das 
Sitostan bald krystallinisch ausfiel. Es wurde aus heifem, absolu- 
ten Alkohol umkrystallisiert und erreichte leicht den konstanten 
Schmelzpunkt 85,5°. Die so erhaltene Substanz wurde zur 
erdferen Sicherheit durch Umkrystallisieren aus heifem Alkohol 
in drei Fraktionen zerlegt. Die erste Fraktion zeigte den 
Schmelzpunkt 85—85,5°, die zweite 85—85,5°, die dritte 
Fraktion 84—85°. 

Der Kohlenwasserstoff ist leicht léslich in Chloroform 
und in Ather, schwer lislich in kaltem, absolutem Alkohol, 
sehr wenig léslich in kaltem Methylalkohol, unléslich in Wasser. 

0,3078 g Substanz in 5 cem Chloroform zeigten im 1 dem- 
Rohr a = 1,758° [a] ** = + 28,57°. 

Analyse: 0,0376 g Substanz: 0,1206 g CO,; 0,0440 g H,0. 

C,,H,,. Berechnet: C = 87,01°%o H = 12,99 %. 
Gefunden: C = 87,50 %o = 13,09 %o. 

Das Cholestan, der gesattigte Kohlenwasserstoff der Chol- 
esterinreihe, schmilzt bei 80—81°; Sitostan und Cholestan zu 
etwa gleichen Teilen sorgfaltig gemischt, geben ein Material, 
das schon bei 67° erweicht, bei 70° zu schmelzen beginnt und 
bei 75° ganz geschmolzen ist. Cholestan und Sitostan sind 
also sicher verschieden. Ubrigens zeigt auch das Koprostan 
vom Schmelzpunkt 69° einen auffalligen Unterschied vom 
Sitostan. 

Herrn Prof. Pregl und Herrn Dr. Lieb-Graz danken wir 
herzlich fiir die Ausfiihrung einiger Mikroanalysen. 











Weitere Beitrage zur Biochemie der Meeresalgen. 
Von 
Harald Kylin. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1918.) 





In meiner friiheren Arbeit «Untersuchungen iiber die 
Biochemie der Meeresalgen» (diese Zeitschrift, Bd. 94, 1915) 
wurden einige Angaben tiber die in Phaophyzeen und Florideen 
vorkommenden wasserliéslichen Kohlenhydrate mitgeteilt, und 
ich beabsichtige, mit dem vorliegenden Aufsatz diese Angaben 
einigermafen zu erganzen. Auger Phéiophyzeen und Florideen 
sind jetzt aber auch einige Chlorophyzeen untersucht worden. 


1. Phiophyzeen. 

Unter den Phéophyzeen wurden in meiner friihern Arbeit 
sechs Arten untersucht: Ascophyllum nodosum, Fucus 
serratus, F. vesiculosus, Laminaria Cloustoni, L. digi- 
tata und L. saccharina, undes zeigte sich, daB sie ein dextrin- 
iihnliches, aber linksdrehendes Kohlenhydrat, das Laminarin, 
in nicht unbedeutenden Mengen enthalten. Daneben sind geringe 
Mengen Dextrose vorhanden; Livulose, Saccharose und Mal- 
tose fehlen dagegen. Bei den erwéhnten Arten kommt auch 
Mannit vor. 

Die gegenwiartige Untersuchung umfa&t acht Braunalgen: 
Chorda filum, Chordaria flagelliformis, Ectocarpus 
siliculosus, Desmarestia aculeata, D. viridis, Dictyo- 
siphon hippuroides, Halidrys siliquosa und Stilophora 
rhizodes, und zwar wurde in erster Linie versucht, die Frage 
zu beantworten, ob wasserldsliche Kohlenhydrate vorhanden 
sind oder nicht. 

Die Untersuchung ist in folgender Weise betrieben worden. 
An der Luft getrocknetes Material wurde mit Wasser 
iibergossen, und zwar in der Regel etwa 1000 ccm 
Wasser auf 100 g Material, dann eine Stunde in siedendem 
Wasserbade gekocht und bis zum nichsten Tage stehen ge- 
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lassen. Das Material wird ausgepreBt, das Extrakt auf dem 
Wasserbade konzentriert, dann je nach der Schleimigkeit mit 
3 bis 5 Volumen warmem Alkohol gefillt und in das Kiite- 
zimmer hinausgesetzt. Nach einem Tage filtriert man den 
Niederschlag ab, konzentriert das Filtrat, fallt es durch Zusatz 
von 5 bis 8 Volumen warmem Alkohol und Jaft es dann einen 
Tag in der Kilte stehen. Dieses Verfahren wird noch einmal 
wiederholt nur mit dem Unterschiede, dai das Filtrat starker 
konzentriert und mit 10 Volumen Alkohol gefallt wird. 

Auf die oben beschriebene Weise bekommt man teils 
einige Alkoholniederschlige, teils eine Alkohollisung. Der 
Niederschlag, welcher bei Zusatz von wenigstens 5 Volumen 
Alkohol (also im allgemeinen die beiden ersten) entsteht, wird 
zur Untersuchung auf Laminarin gebraucht; in der Alkohol- 
ldsung sind die eventuell vorhandenen Zuckerarten zu suchen. 
Ist Mannit vorhanden, krystallisiert dieser aus den warmen 


Alkohollésungen aus. 
a) Mannit. 


Durch friihere Untersuchungen ist Mannit bei folgenden 
Braunalgen nachgewiesen worden: 


Alaria esculenta Laminaria Cloustoni 
Ascophyllum nodosum » digitata 
Chorda filum > saccharina 
Fucus serratus Pylaiella litoralis 

» vesiculosus Spermatochnus paradoxus 
Halidrys siliquosa Sphacelaria bipinnata. 


Gegenwartig kann ich noch folgende Arten hinzufiigen, 
namlich Chordaria flagelliformis, Desmarestia aculeata 
und Dictyosiphon hippuroides. Bei zwei Arten: Desma- 
restia viridis und Stilophora rhizodes, konnte dagegen 
Mannit nicht nachgewiesen werden. Es scheint mir aber 
fraglich, ob er wirklich bei diesen beiden Arten vollkommen 
fehlt, da es nicht ausgeschlossen ist, dah einige eventuell vor- 
handene, geringe Mengen bei meinen Untersuchungen verloren 
gegangen sind. 

b) Zuckerarten. 

Die oben erwihnten Alkoholl6sungen wurden in bezug 

auf Zuckerarten, und zwar in folgender Weise  unter- 
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sucht. Die Lésung wurde auf dem Wasserbade unter Zusatz 
von etwas Wasser konzentriert, bis der Alkohol vertrieben 
war. Wenn die so erhaltene Lésung nur verhialtnismafig 
schwach verfairbt war, so wurde sie mit Wasser zu 100 ccm 
versetzt und dann mit Tierkohle entfarbt; wenn sie dagegen 
etwas stirker braungefirbt war, so wurde sie zum Zwecke 
der Entfairbung mit Bleiessig versetzt und dann zu 100 ccm 
ausgefiillt. 

Die entfarbten Lésungen untersucht man dann in bezug 
auf Drehungsvermégen und Reduktionsfahigkeit vor und nach 
der Hydrolyse. Um die Loésungen zu hydrolysieren, wurden 
sie mit Schwefelséure bis zu etwa 3 Prozent versetzt und dann 
vier Stunden in siedendem Wasserbade gekocht. Vor der 
Hydrolyse wurde eine Portion der Losungen mit essigsaurem 
Phenylhydrazin versetzt und drei Viertelstunden in siedendem 
Wasserbade gekocht. Falls die Lésung mit Bleiessig entfarbt 
worden war, konnte die Osazonprobe nicht gemacht werden. 

Die Resultate der Untersuchungen tiber die Zuckerarten 
der Phéophyzeen sind in der untenstehenden Tabelle 1 zu- 
sammengestellt. 





























Tabelle 1. 
Die Zuckerarten der Phaophyzeen. 
Vor der Hydro- | Nach der Hydro- 
An der 1 1 
M yse yse 
Luft enge “ae ~s 
Reduk- Reduk- 
getrock-| der zON- |Drehungs- Pe Drehungs- Pail 
netes Lésung probe} vermogen . _ vermogen . - 
Material in 2 dm- | Dextrose | in 2 dm- | Dextrose 
Rohre |berechnet| pghre | berechnet 
g ccm Fo Fy 
Chorda flum...... 130 100 + |+ 0,11°} 0,10 |+ 0,119 0,10 
Chordaria flagelliformis 125 100 — 0,059 0,05 |+ 0,20% 0,17 
Desmarestia aculeata 55 100 + |+ 0,009 0,04 |+- 0,05°| 0,05 
> viridis 80 100 + j— 0,23 0,16 |— 0,089 0,20 
Dictyosiphon hippuroides 37 100 + 0,02°| Spuren |-+ 0,059 0,08 
Halidrys siliquosa. . . . 85 100 — 0,17°| Spuren |+ 0,10°% 0,09 
Stilophora rhizodes . . . 35 100 | + |4+ 0,05 0,06 |-+ 0,089 0,08 
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Aus Tabelle 1 kénnen wir entnehmen, daf bei den unter- 
suchten Phdophyzeen einfache Zuckerarten vorhanden sind, 
aber nur in sehr geringen Mengen, und dadurch wird meine 
friihere Angabe iiber das Vorkommen von einfachen Zucker- 
arten bei den Braunalgen bestatigt. In meinen «Untersuchungen 
iiber die Biochemie der Meeresalgen» wurde angegeben, dab 
bei den damals untersuchten Phaéophyzeen die Dextrosemenge 
nur etwa 0,1 bis 0,2 Prozent des Trockengewichtes sei, und 
bei den jetzt untersuchten sind die Dextrosemengen sicher 
nicht groBer. 

Nach der Tabelle 1 zu beurteilen, sind bei den unter- 
suchten Braunalgen (aufer bei Chorda) zusammengesetzte 
Zuckerarten vorhanden, aber nur in sehr geringen Mengen. Nach 
der Hydrolyse ist sowohl die Reduktionsfahigkeit als das Drehungs- 
vermOgen vergrObert, was darauf hindeutet, daB andere zu- 
sammengesetzte Zuckerarten als Saccharose und Maltose vor- 
handen sind. Sicher fehlen sowohl bei den jetzt als bei den 
friher untersuchten Braunalgen die drei Zuckerarten Liivulose, 
Saccharose und Maltose. Vgl. die Auseinandersetzung, die in 
meiner oben erwiihnten Arbeit gegeben wurde. 


ce) Laminarin. 


Die oben (S. 237) erwahnten Alkoholniederschlage wurden 
in folgender Weise auf Laminarin untersucht. Die Niederschlage 
wurden in einer gréferen Menge Wasser (etwa 1000 ccm) gelést, 
und die Lésungen mit Bleiessig versetzt. Nach dem Abfiltrieren 
des Bleiessigniederschlages wird das Laminarin mit Ammoniak 
aus dem Filtrate gefallt; den dabei entstandenen Niederschlag 
zersetzt man dann mit Schwefelwasserstoff. Das Schwefelblei 
wird abfiltriert, das Filtrat mit Natronlauge neutralisiert, auf 
dem Wasserbade konzentriert, und dann mit fiinf Volumen 
Alkohol gefallt, wobei das eventuell vorhandene Laminarin als 
eine flockige Fiallung niedergeschlagen wird. Zum Zwecke 
weiterer Reinigung ldst man das Laminarin in etwas Wasser 
auf, siuert die Losung mit Salzsaure schwach an und fallt es 
dann wieder durch Zusatz von fiinf Volumen Alkohol aus, Den 
Laminarinniederschlag lést man noch einmal in etwas Wasser 
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und fallt das Laminarin mit Alkohol aus. Der Niederschlag 
wird dann auf der Nutsche gut abgesaugt und getrocknet. In 
bezug auf die Methode der Darstellung des Laminarins moége 
ferner auf meine oben angefihrte Arbeit verwiesen werden. 

In der oben erwahnten Weise wurde Laminarin aus 
Desmarestia aculeata und D. viridis hergestellt. Bei 
Chorda filum, Chordaria flagelliformis, Dictyosiphon 
hippuroides, Halidrys siliquosa und Stilophora rhizo- 
des scheint dagegen Laminarin zu fehlen, oder wenigstens in 
so geringen Mengen vorzukommen, da es mir nicht gelang, 
es nachzuweisen. Das Algenmaterial war im Juli und August 
eingesammelt worden. 

Desmarestia aculeata. Aus 55g im Juli eingesam- 
melten Materials wurden etwa 1,5 g Laminarin hergestellt. 
Asche 1,02°/o; 0,4006 g gaben 0,0041 g Asche. 

1,010 g, Asche abgerechnet, wurden in 50 ccm Wasser 
gelést; Drehung — 0,26° in 2 dm-Rohre; die spezifische Drehung 
ist demnach — 6,4°. 

asian ad 0,26 - 50 
1,010 - 2 


Die Lésung wurde mit Schwefelsiure bis zu etwa 3 Pro- 
zent versetzt und dann vier Stunden in siedendem Wasser- 
bade gekocht. Die optische Drehung war nach der Hydrolyse 
+ 2,15° in 2dm-Rohre, was einem Dextrosegehalt von 2,04 °/o 
entspricht; die Reduktionsfahigkeit, nach Fehling bestimmt, 
entsprach 2,00°/o Dextrose. Die urspriingliche Lésung enthielt 
2,02°/o Laminarin. Das Laminarin war demnach durch die 
Hydrolyse quantitativ in Dextrose umgewandelt worden. 

Desmarestia viridis. Aus 80g im Juli eingesammelten 
Materials wurden etwa 2,1 g Laminarin hergestellt. Asche 
1,22°/o; 0,4900 g gaben 0,0060 g Asche. 

1,268 g, Asche abgerechnet, wurden in 50 ccm Wasser 
gelést; Drehung — 0,52°in 2 dm-Rohre; die spezifische Drehung 
ist demnach — 10,3°. 





= — 6,4°. 
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Die Lésung wurde mit Schwefelsdure bis zu etwa 3 Pro- 
zent versetzt und dann vier Stunden in siedendem Wasserbade 
gekocht. Die optische Drehung war nach der Hydrolyse 
+. 2,65° in 2 dm-Roéhre, was einem Dextrosegehalt von 2,52°/o 
entspricht; die Reduktionsfahigkeit, nach Fehling bestimmt, 
entsprach 2,53° Dextrose. Die urspriingliche Lisung enthielt 
2,537°/o Laminarin. Das Laminarin war demnach durch die 
Hydrolyse quantitativ in Dextrose umgewandelt worden. 


d) Quantitative Bestimmung der wasserlislichen 
Kohlenhydrate. 


Die Mengen wasserloéslicher Kohlenhydrate, welche in den 
untersuchten Phéiophyzeen vorhanden waren, wurden auf fol- 
gende Weise bestimmt. 

Eine abgewogene Menge an der Luft getrockneten Mate- 
riales (10 bis 25 g) wurde mit 500 ccm Wasser versetzt, eine 
Stunde in siedendem Wasserbade gekocht und dann bis zum 
nichsten Tage stehen gelassen. Darauf wurde das Material 
ausgepreBt, noch einmal auf dieselbe Weise mit 500 ccm Wasser 
extrahiert und dann wieder ausgepreft. Nach dem Konzen- 
trieren der vereinigten Extrakte versetzt man die Lésung mit 
Bleiessig und ergiinzt sie bis auf ein bestimmtes Volumen 
(200—400 ccm). Der Bleiessigniederschlag wird abfiltriert, und 
das Filtrat in bezug auf Drehungsvermégen und Reduktions- 
fahigkeit vor und nach der Hydrolyse untersucht. Zum Zwecke 
der Hydrolyse wurden von dem Filtrate 50 ccm abgemessen, 
mit Schwefelséure bis auf etwa 3 Prozent versetzt (mit Riick- 
sicht darauf, daB die Fliissigkeit eine nicht unbedeutende Menge 
Bleiacetat enthielt) und vier Stunden in siedendem Wasserbade 
gekocht. Nach der Hydrolyse wird selbstverstindlich Wasser 
bis genau 50 cem zugesetzt und das Bleisulfat abfiltriert. Die 
Reduktionsfahigkeit, nach Fehling bestimmt, gibt dann an, 
wieviel Zucker (Dextrose) nach der Hydrolyse vorhanden ist, 
und ist auch ein Mafstab fiir die Menge wasserléslicher Kohlen- 
hydrate, die in der untersuchten Alge vorhanden ist. Uber 
die quantitative Bestimmung des Laminarins verweise ich 
ubrigens auf meine friihere Arbeit. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 17 
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Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen sind in 
der Tabelle 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. 


Quantitative Bestimmung der wasserloslichen Kohlen- 
hydrate einiger Phaophyzeen. 





a __________ 



































Vor der Hydro- | Nach der Hydro-| wa... 
Menge lyse lyse 
Trocken-| der Reduk- Reduk- 
substanz| Lé- [Drehungs-| Hons, |Drehungs-| 6 cit 
vermogen als vermégen als 
Sung | in 2 dm-| Dextrose | in 2 dm- | Dextrose 
Rohre |berechnet} Rghre | berechnet 
g ccm Jo %o 
Chorda fillum...... 21,65 | 400 |— 0,12°) Spuren | + 0,00°% 0,03 0,6 
Chordaria flagelliformis 22,35 | 400 |+ 0,00° Spuren |-+- 0,04°| 0,04 7 
Desmarestia aculeata . .| 22,17 | 200 |— 0,25° 0,08 |+ 1,34° 1,27 10,0 
> viridis . . .| 8,76 | 200 |— 0,259 0,04 (4+ 0,50°% 0,48 10,8 
Dictyosiphon hippuroides | 17,58 | 200 |— 0,02°) Spuren |-++ 0,06% 0,07 0,8 
Ectocarpus siliculosus . .{ 16,00 | 200 |+ 0,07°% 0,04 |-+ 0,20°% 0,18 22 
Halidrys siliquosa. . . .| 22,35 | 200 |— 0,10° Spuren |-+ 0,029 0,03 03 
Stilophora rhizodes . . . | 21,27 | 400 |— 0,08°% Spuren |-+ 0,049 0,04 0,8 





Nur zwei der untersuchten Phiophyzeen besitzen dem- 
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nach betriichtlichere Mengen (etwa 10°/o) wasserléslicher Kohlen- 
hydrate, und zwar die beiden Desmarestia-Arten. Ecto- 
carpus siliculosus besitzt etwa 2°/o, und bei den tbrigen 
sind wasserlésliche Kohlenhydrate nur in sehr geringen Mengen 
(weniger als 1°/o des Trockengewichtes) vorhanden. 

Wie oben nachgewiesen wurde, besitzen die beiden 
Desmarestia-Arten Laminarin. Bei den tibrigen (Ectocar- 


pus wurde in dieser Hinsicht nicht untersucht) konnte dagegen 


kein Laminarin nachgewiesen werden. 
In der Tabelle 2 wird auch die friihere Angabe bestatigt, 


daB einfache Zuckerarten bei den Braunalgen nur in sehr 
geringen Mengen vorhanden sind. 
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In meiner friiheren Arbeit wurde Laminarin bei folgenden 
Arten und in folgenden Mengen (in Prozent des Trockenge- 
wichtes) nachgewiesen: 


Ascophyllum nodosum. .. . 7,1%o 
Fucus serratus. . ... . . 19,3 %o 
» vesiculosus ..... 7,5°%o 
Laminaria digitata . . . . . 21,4 °%/o 
> saccharina . . . . 34,2 °/o 


Die obenstehenden Angaben der Laminarinmengen gelten 
fiir im August eingesammeltes Material. 


2. Florideen. 


a) Mannit. 


Mannit scheint bei den Florideen nicht vorhanden zu sein. 
In meiner friiheren Arbeit waren folgende Arten untersucht 
worden: Ceramium rubrum, Chondrus crispus, Furcel- 
laria fastigiata und Porphyra laciniata. Alle waren 
mannitfrei, und als mannitfrei kann gegenwartig auch Cysto- 
clonium purpurascens hinzugefiigt werden. 


b) Zuckerarten. 


Durch meine friihern Untersuchungen wurde nachgewiesen, 
da8 einfache Zuckerarten (Dextrose) bei folgenden untersuchten 
Florideen: Bangia fuscopurpurea, Ceramium rubrum, 
Chondrus crispus, Porphyra laciniata und Rhodymenia 
palmata, nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind, Livu- 
lose, Saccharose und Maltose fehlen; dagegen gelang es mir, 
bei den erwahnten Florideen mit Ausnahme von Ceramium 
rubum Trehalose nachzuweisen, und gegenwartig kann ich 
hinzufiigen, daB Cystoclonium purpurascens und Furcel- 
laria fastigiata ebenfalls Trehalose besitzen. 

Die Trehalosemenge ist bei einigen Florideen in folgender 
Weise quantitativ bestimmt worden. An der Luft getrocknetes 
Material (25 g) wurde mit 500 ccm Wasser iibergossen und 
zwei Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Darauf 
wurde das Material ausgepreBt, wiederum mit 500 ccm Wasser 
versetzt, zwei Tage stehen gelassen, und dann aufs neue aus- 

i7* 
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Dieses Verfahren wurde noch einmal wiederholt. Als 


Antiseptikum setzte ich etwas Toluol zu. Die vereinigten Ex- 
trakte konzentriert man dann auf dem Wasserbade, versetzt 
die so erhaltene Lésung mit Bleiessig und erginzt sie bis auf 
ein bestimmtes Volumen (200 bis 300 ccm je nach der Schlei- 


migkeit). 


tionsfahigkeit vor und nach der Hydrolyse untersucht. 


Nach dem Abfiltrieren des Bleiessigniederschlages 
wird das Filtrat in bezug auf Drehungsvermégen und Reduk- 


Zum 


Zwecke der Hydrolyse wurden von dem Filtrate 50 ccm abge- 
messen, mit Schwefelséure bis zu etwa 3 Prozent versetzt und 
dann vier Stunden in siedendem Wasserbade gekocht. © 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengestellt 


























worden. 
Tabelle 3. 
Quantitative Bestimmung der Trehalose einiger 
Florideen. , 
Vor der Hydro- | Nach der Hydro-| Die Menge der 
Menge lyse lyse Trehalose 
—_—" q berechnet nach 
or | es Reduk- Reduk- | 4. der 
substanz' L6é- |Drehungs- fahiekeit Drehungs- fahiekeit optischen Reduk. 
vermiégen als vermogen als Drehung fahiekei 
SUNE | in 2 dm- | Dextrose | in 2 dm- | Dextrose |, Vor der | uh 
Réhre |Derechnet] Réghre | berechnet Hydrolyse Hydrclyse 
g ccm 9/9 Jo 9% 9% 
Chondrus crisps . . . | 22,15 | 300 |+- 1,129 Spuren |+- 0,399 0,25 4,4 3,4 
Cystoclonium purpurascens | 21,92 | 250 |+- 0,70°% Spuren |-++ 0,24°| 0,18 2,3 2,0 
Forcellaria fastigiatas . | 22,05 | 200 |-+- 0,83°| Spuren |++ 0,29°%| 0,20 2,1 1,8 
Rhodymenia palmata. . | 21,95 | 300 /-+- 3,72°% Spuren |+ 1,339 0,77 14,8 10,1 


























Vergleicht man die Angaben tiber Drehungsvermégen und 





Reduktionsfahigkeit nach der Hydrolyse mit einander, so findet 
man, da die Hydrolyse nicht vollstaéndig geworden ist. Die 
Trehalose ist, wie bekannt, eine besonders schwer hydrolysier- 
bare Zuckerart. Man bekommt deshalb zu kleine Werte, wenn 
man die Reduktionsfahigkeit nach der Hydrolyse der Berech- 
nung der Trehalosemengen zugrunde legt. In der Tabelle 3 





ith SS NN NE RRM SOG gi sat a) 




















os 


x 

i 
: 
we 
& 
ie 

~4 
& 











Weitere Beitrige zur Biochemie der Meeresalgen. 245 


sind darum die Trehalosemengen auch nach der optischen 
Drehung vor der Hydrolyse berechnet worden, wobei natiirlich 
vorausgesetzt wird, daB keine andere Zuckerart als Trehalose 
vorliegt. Die Angaben iiber die spezifische Drehung der Trehalose 
schwanken zwischen -+- 167° und + 178,3°. In der Tabelle 3 
habe ich mit dem Wert ap = + 173° gerechnet. Sicher sind 
die nach der optischen Drehung berechneten Mengen richtiger 
als die nach der Reduktionsfaihigkeit berechneten, und bei den 
untersuchten Florideen sollen dann folgende Trehalosemengen, 
in Prozent des Trockengewichtes, vorhanden sein. 
Chondrus crispus, ..... 4,4], 
Cystoclonium purpurascens. . 2,3 %/o. 
Furcellaria fastigiata . . . . 2,10. 
Rhodymenia palmata . . . . 14,8 °%o. 


Die Algen sind im Juli eingesammelt worden. 


3. Chlorophyzeen. 


a) Mannit. 


In derselben Weise wie bei den Florideen scheint Mannit 
auch bei den Chlorophyzeen zu fehlen. Bis jetzt sind Ulva 
lactuca und Enteromorpha intestinalis untersucht, und 
sie haben sich als mannitfrei erwiesen. Gegenwiartig kann noch 
Cladophora rupestris hinzugefiigt werden. 


b) Zuckerarten. 


Einige Chlorophyzeen wurden in bezug auf die Mengen 
wasserléslicher Kohlenhydrate untersucht. Die Untersuchung 
ist in der schon oben hinsichtlich der Florideen beschriebenen 
Weise betrieben worden. Es zeigte sich aber, daf das Filtrat 
von Cladophora rupestris sich wahrend der Hydrolyse sehr 
stark braun farbte. Die Hydrolyse wurde deshalb wiederholt; 
dann wurde Schwefelsaure nur bis zu etwa 1 Prozent zugesetzt 
und die Lésung eine Stunde in siedendem Wasserbade gekocht. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4 zusammengestellt. 
Die Algen waren im August eingesammelt. 
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Tabelle 4. 


Quantitative Bestimmungen der wasserloéslichen 
Kohlenhydrate einiger Chlorophyzeen. 











a See 





_ Vor der Hydro- | Nach der Hydro- | Waggo,. 

Menge lyse lyse losliche 

Trocken-| der Reduk- Reduk- ed 

substanz] Li |Drehunge- hits, |Drobunes-| ites lin ode 

sung | in 2 i eer ve 2 _ ~ - Trocken- 
Réhre |berechnet} Réhre | berechnet Be- 

g ccm Oo oj, | Wichtes 
Cladophora rupestris 21,75 | 250 |— 0,32° 0,22 |— 1,52° 1,32 15,2 
Enteromorpha intestinalis | 22,00 | 250 |-+ 0,119} 0,10 j+ 0,209 0,13 1,5 
Ulva lactucea . . .. . ./| 21,25 | 250 |+- 005% 0,05 |+ 0,06% 0,06 























Aus der Tabelle 4 geht hervor, dafi Enteromorpha 
intestinalis und Ulva lactuca nur geringe Mengen wasser- 
léslicher Kohlenhydrate besitzen, daB aber bei Cladophora 
rupestris von diesen Stoffen nicht unbedeutende Mengen (etwa 
15°/o des Trockengewichtes) vorhanden sind. 

In bezug auf die Natur der wasserléslichen Kohlenhydrate 
sind Cladophora rupestris und Ulva lactuca etwas naher 
untersucht worden. Die Untersuchung wurde in derselben 
Weise wie hinsichtlich der Zuckerarten der Phaophyzeen 
gemacht. 

Ulva lactua. 100g Material. Die in bezug auf Zucker- 
arten zu untersuchende Loésung betrug 100 ccm. 

Vor der Hydrolyse: +- 0,15° in 2 dm-Rohre. Reduktions- 
fihigkeit 0,17°/o (als Dextrose berechnet). Eine geringe Menge 
Phenylosazonkrystalle. 

Nach der Hydrolyse: + 0,20° in 2 dm-Rohre. 
tionsfahigkeit 0,21°/o (als Dextrose berechnet). 

Aus diesen Angaben geht hervor, daB bei Ulva lactuca 
geringe Mengen einfacher Zuckerarten, und zwar wahrschein- 
lich Dextrose, vorhanden sind. Zusammengesetzte Zuckerarten 
sind wahrscheinlich auch vorhanden; es scheint aber, als ob 
Saccharose fehlte. 


Reduk- 
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Cladophora rupestris. 35g Material. Die in bezug 
auf Zuckerarten zu untersuchende Lésung betrug 100 ccm. 

Vor der Hydrolyse: — 0,83° in 2 dm-Roéhre. Reduktions- 
fihigkeit 0,68°/o (als Dextrose berechnet). Eine reichliche 
Menge Phenylosazonkrystalle. 

Nach der Hydrolyse (3 prozentige Eissigséure, 4 Stunden): 
— 1,50° in 2 dm-Rohre. Reduktionsfihigkeit 1,16 °/o (als Dex- 
trose berechnet). 

Aus diesen Angaben geht hervor, daB bei Cladophora 
rupestris einfache Zuckerarten vorhanden sind. Daneben 
kommen zusammengesetzte Zuckerarten (Di- oder Polysaccha- 
ride) vor. Wahrscheinlich ist Saccharose vorhanden. 

Bei Cladophora rupestris ist auch den Polysaccha- 
riden eine Untersuchung gewidmet worden. Aus dem konzen- 
trierten Extrakte der oben erwiéhnten 35 g wurden die amorphen 
Kohlenhydrate, die aus den Zellmembranen herausgelést waren, 
_ durch Zusatz von fiinf Volumen warmem Alkohol ausgefiillt. 
Das Filtrat wurde dann konzentriert, und durch Zusatz von 
zehn Volumen Alkohol wurden wiederum amorphe Kohlenhydrate 
ausgefallt und durch eine Umfillung mittels Alkohol noch 
einmal gereinigt. Den so erhaltenen Niederschlag léste ich 
dann in 150 ccm Wasser auf und untersuchte die Lésung in 
bezug auf Drehungsvermégen und Reduktionsfahigkeit vor und 
nach der Hydrolyse. 

Vor der Hydrolyse: — 0,30° in 2 dm-Rohre. Eine duferst 
geringe Reduktionsfahigkeit. Keine Phenylosazonkrystalle. 

Nach der Hydrolyse (3 prozentige Essigséure, 4 Stunden): 
— 1,19° in 2 dm-Rohre. Reduktionsfahigkeit 0,82°/o (als 
Dextrose berechnet). 

Ein Polysaccharid irgend einer Art ist demnach bei 
Cladophora rupestris vorhanden. Aus den obenstehenden 
Angaben zu beurteilen, mu8 dieses in optischer Hinsicht links- 
drehend sein und bei der Hydrolyse Liivulose geben. Weitere 
Aufschliisse kann ich zurzeit nicht geben, da es mir fiir 
weitere Untersuchungen an Material fehlt. Die Beobachtungen 
deuten aber darauf hin, daB das in Cladophora rupestris 
vorkommende Polysaccharid inulinartiger Natur ist. 














Der Umsatz verschiedener Zuckerarten im Stoffwechsel der 
nervosen Zentralorgane. 


Von 
Else Hirschberg. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1918.) 


Nachdem in einer vorangegangenen Mitteilung') das Be- 
stehen eines Kohlenhydratstoffwechsels im Zentralnervensystem 
durch Feststellung eines von der Lebenstitigkeit abhangigen 
und mit deren Intensitaét veranderlichen Umsatzes von Trauben- 
zucker nachgewiesen worden war, erschien es von grofem 
Interesse, auch andere Zuckerarten zu untersuchen, um Auf- 
schlu8 iiber ihr Verhalten gegeniiber dem Stoffwechsel der 
nervosen Zentralorgane zu erlangen. 


I. Methodik. 


Als Versuchsobjekt wurde wieder das isolierte Frosch- 
riickenmark verwandt, dessen Praparation entsprechend dem in 
den vorangegangenen Arbeiten beschriebenen Verfahren erfolgte. 
1—2 isolierte Froschriickenmarke wurden fiir eine bestimmte 
Zeit in 6—8 ccm einer kontinuierlich von Sauerstoff durch- 
strémten physiologischen Kochsalzlésung eingelegt, die ca. 0,5°/o 
des zu untersuchenden Zuckers enthielt, und der Zuckerver- 
brauch aus dem vor und nach dem Versuche bestimmten Zucker- 
gehalt der Loésung ermittelt. Es wurden stets Doppelbestimmungen 
ausgefiihrt, zu denen je 2 ccm der Lésung verwendet wurden. 
Es kamen folgende Zuckerarten neu zur Verwendung: Frucht- 
zucker, Galaktose, Milchzucker, Malzzucker und Rohrzucker. 





!) E. Hirschberg und H. Winterstein, Uber den Zuckerstoff- 
wechsel der nervisen Zentralorgane. Diese Zeitschr., Bd, 100, S. 185 (1917). 
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Die bisher nur fiir die Bestimmung des Traubenzuckers 
ausgearbeitete Bertrandsche Methode,?) die sich (bei Ver- 
wendung von ®/100-KMnO,-Lésung zur Titration) in voran- 
gehenden Arbeiten®) zur Feststellung kleiner Anderungen des 
Zuckergehaltes vortrefflich bewa&hrt hatte, bedurfte mehrfacher 
Modifikationen, um auch fiir die Bestimmung der anderen Zucker- 
arten anwendbar zu werden. Das Prinzip der Bertrandschen 
Methode ist folgendes: Beim Kochen einer Zuckerlésung mit 
Fehlingscher Lésung wird Kupferoxydul gebildet; dieses wird 
in einer Losung von Ferrisulfat in Schwefelsiure gelést und 
das gebildete Ferrosalz mit einer auf Ammoniumoxalat ein- 
gestellten Kaliumpermanganatlésung titriert. Zur Erzielung iiber- 
einstimmender Resultate miissen alle Manipulationen stets in 
genau der gleichen Weise vorgenommen, vor allem das zur 
Reduktion erforderliche Kochen stets gleich lange (beim Trauben- 
zucker 3 Minuten) durchgefiihrt werden. 

Da nun das Reduktionsvermégen der einzelnen Zucker 
ein verschiedenes ist, muBte sowohl die erforderliche Kochzeit 
wie die zur Ausscheidung gelangte Cu-Menge in jedem Falle 
durch besondere Versuche ausprobiert werden. Diese Cu-Menge 
ist ferner der Menge des vorhandenen Zuckers nicht propor- 
tional, sondern steigt mit wachsender Konzentration des letzteren 
immer langsamer an, sodaB eine Berechnung des Zuckergehaltes 
nur auf Grund empirisch ermittelter Tabellen moglich ist. Es 
muBten daher fiir das kleine Bereich, innerhalb dessen die 
Anderungen der Zuckerkonzentration in meinen Versuchen sich 
bewegten, durch Verwendung von Liésungen von genau be- 
kanntem Gehalt solche Tabellen aufgestellt werden, aus denen 
dann durch Interpolation die jeweiligen Versuchswerte be- 


rechnet werden konnten. 





’) Vgl. Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 2, 
S. 181. 

?) E. Hirschberg und H. Winterstein, Uber den Zuckerstoff- 
wechsel der nervésen Zentralorgane. Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 185 (1917). 
— Else Hirschberg, Die quantitative Bestimmung von geringen Mengen 
Traubenzucker im Harne mittels der Bertrandschen Methode. Diese 
Zeitschr., Bd. 86, Heft 6, S. 484 (1913). 
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Fir die einfachen Zucker, Fruktose und Galaktose, 
erwiesen sich die fiir den Traubenzucker angegebenen Tabellen 
unverdindert brauchbar, nur muBte fiir den schwiacher redu- 
zierend wirkenden Fruchtzucker die Kochzeit von 3 auf 4 Mi- 
nuten erhdht werden. 

Beim Milchzucker, bei dem sich zur Erlangung gleich- 
maBiger Resultate eine Kochzeit von 5'/2 Minuten als zweck- 
mabig herausstellte, zeigten die Cu-Werte eine erhebliche 
Abweichung von jenen der Traubenzuckerbestimmung. Der Be- 
rechnung der Versuchsergebnisse wurde die folgende mit genau 
hergestellten Losungen gewonnene Tabelle zugrunde gelegt: 


Milchzuckertabelle. 
Milchzucker in mg Cu in mg 
10,0 15,72 
9,5 14,93 
9,0 14,27 
8,5 13,36 
8,0 12,57 


Beim Malzzucker wurden die tibereinstimmendsten Re- 
sultate bei Anwendung einer Kochzeit von 4 Minuten gefunden. 
Die hierbei erhaltenen Cu-Werte waren noch viel geringer als 
beim Milchzucker, wie die folgende Tabelle zeigt, auf Grund 
deren die Versuchsergebnisse berechnet wurden. 


Malzzuckertabelle. 
Malzzucker in mg Cu in mg 
10,0 11,63 
9,5 10,97 
9,0 10,37 
8,5 9,74 
8,0 9,11 


Etwas abweichend von den anderen gestaltete sich die 
Bestimmung des Rohrzuckers, der erst mit Saure gespalten 
werden muBte, da er sonst nicht reduziert. Es wurde folgender- 
mafen verfahren: Zu 2 ccm der zu untersuchenden Losung 
wurden 4 ccm "/10-Schwefelsdéure hinzugefiigt; dann wurde 
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3/4 Minuten gekocht, hierauf mit "/10-Natronlauge neutralisiert 
und dann die Bertrandsche Methode in der gewdhnlichen 
Weise (mit 3 Minuten dauerndem Kochen) zu Ende gefiihrt. 
Es wurden die folgenden Cu-Werte erhalten: 


Rohrzuckertabelle. 
Rohrzucker in mg Cu in mg 
10,0 21,25 
95 20,12 
9,0 19,04. 


II. Versuchsergebnisse. 


1. Milchzucker. 


a) Ruhe. Es war ein deutlicher Verbrauch nachweisbar, 
der bezogen auf 1 g und 248 fiir pialose Riickenmarke am 
1. Tage als Mittel von 6 Versuchen 3,4 mg (3,2—4,1) betrug. 
Wie auf Grund der Versuche tiber den Traubenzuckerumsatz 
zu erwarten war, fallt der Zuckerverbrauch mit der Versuchs- 
dauer. In 2 Versuchen, in denen je 2 pialose Riickenmarke 
in den ersten 245 einen Zuckerverbrauch von 3,3 und 4,1 mg 
ergeben hatten, sank der Wert am 2. Tage auf 1,1 bezw. 
1,3 mg. Ebenso wie beim Traubenzucker tibt auch beim Milch- 
zucker die Gefaifhaut infolge ihrer Undurchgingigkeit einen 
hemmenden Einfluf auf den Zuckerverbrauch aus, der in einem 
Versuche an 2 von der Pia umhiillten Praparaten nur 0,9 mg 
p.1g und 245 betrug. 

b) Reizung: Mit der gleichen Methodik wie beim Trauben- 
zucker wurde auch hier der Einflu8 elektrischer Reizung auf 
den Zuckerstoffwechsel untersucht durch Vergleich des Um- 
satzes wéhrend einer 14—16 Ruheperiode mit einer darauf- 
folgenden 8—9» Periode rhythmischer, tetanischer Reizung. 
Auch beim Milchzucker ergab sich eine sehr deutliche Steige- 
rung, in einem Versuche von 3,4 auf 6,0, in einem 2. Versuche 
von 3,2 auf 6,3, in einem 3. von 3,3 auf 6,1 mg p. 1g und 
24h, also um fast 100°/o. 
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2. Malzzucker und Rohrzucker. 


Die beiden anderen physiologisch wichtigen Doppelzucker 
kénnen von den nervésen Zentralorganen nicht verwertet 
werden; weder in der Ruhe, noch bei elektrischer Reizung 
war, in je 3 mit Malzzucker und mit Rohrzucker angestellten 
Versuchen, ein Zuckerverbrauch nachweisbar. Das Verweilen 
der Priiparate in der Maltoselésung rief eine eigenartige Gelb- 
firbung von wechselnder Starke hervor, deren Ursache nicht 


festgestellt werden konnte. 


3. Fruchtzucker. 


Im Gegensatze zu den vorangehenden wird Fruktose 
durch das Froschriickenmark in betrichtlichem Mafe umgesetzt, 
im Ruhestoffwechsel sogar eher noch etwas starker als Trauben- 
zucker. 5 Versuche ergaben als Mittel 5,3 mg (5,1—5,5 mg) 
p. 1 g und 24h, — Dagegen war die durch Reizung zu er- 
zielende Vermehrung des Zuckerverbrauches im Verhiltnis 
dazu auffallend gering; er stieg in 4 entsprechend den Milch- 
zuckerversuchen angestellten Experimenten von 5,4 auf 6,0, 
von 5,1 auf 6,4 und bei stiarkerer Reizung von 5,3 auf 6,8 
und von 5,3 auf 7,4 mg p. 1 g und 245, mithin Steigerungen 


um nur 11—41 °/o. 


4. Galaktose. 


Weitaus die gréften Ruhewerte des Zuckerumsatzes 
wurden bei der Galaktose beobachtet, vielleicht im Zusammen- 
hang mit der Tatsache, daB dieser Zucker als Bestandteil der 
Cerebroside in die Zusammensetzung der zentralen Nerven- 
substanz eintritt. Vier Versuche ergaben namlich: 6,7, 6,7, 
6,5 und 6,6 mg p. 1 g und 245, im Mittel 6,6 mg. — Auch 
hier war die durch elektrische Reizung erzielbare Steigerung 
relativ gering; denn die an gleichen Praparaten in 7—8h 
Reizperiode gewonnenen Werte betrugen, umgerechnet auf 1 g 
und 24h: in den beiden ersten Versuchen 9,1 und 8,8 mg, in 
den beiden letzten, mit staérkerer Reizung 10,8 und 11,1 mg, 
mithin Erhéhungen um hochstens 71°/o. — Die bei starker 
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Reizung erhaltenen Werte kommen in ihrer absoluten GroéBe 
ungefahr den unter den gleichen Bedingungen beim Trauben- 
zucker beobachteten nahe, wie die folgenden Versuche zeigen. 





5. Traubenzucker. 


Zur Erzielung genau vergleichbarer Werte wurden die 
in der friiheren Arbeit (a. a. O.) mitgeteilten Versuche durch 
zwei neue ergianzt, bei denen die gleiche Versuchsanordnung 
und Reizstaérke zur Verwendung gelangte, wie bei den iibrigen 
Zuckerarten. Es ergaben sich fiir den durch 15!/2—16" unter- 
suchten Ruhestoffwechsel beide Male ein Zuckerverbrauch von 
4,7 mg p. 1g und 245, fiir die darauffolgende 8 stiindige Reizungs- 
periode 12,5 bezw. 12,6 mg, d.1i. eine Steigerung um 166 bezw. 
168°/o, also weitaus die starkste in allen Versuchen erzielte 
Erhodhung des Zuckerverbrauches. 








III. Zusammenfassung. 


: Von den 6 untersuchten Zuckerarten: Traubenzucker, 
Fruchtzucker, Galaktose, Milchzucker, Malzzucker und Rohr- 
zucker konnen die bei den letzten im Stoffwechsel des iso- 
lierten Froschriickenmarkes nicht verwertet werden. Uber die 
Grofe des in einer 0,5°/oigen Loésung innerhalb der ersten 245 
zu beobachtenden Umsatzes der iibrigen Zucker in der Ruhe 
und bei der Reizung gibt die folgende Tabelle AufschluB: 















































; Tabelle. 
. Ruhestoff- Reizstoffwechsel Erregungs- 
wechsel —_———| umsatz 
_______|  schwachere | starkere Rei- | (= Reiz-_ 
Zuckerart Zah} | Grobe des Reizung zung stoffwechsei 
4 Zucker- | 7,1)| Grobe | zap) | Grote — Ruhe- 
4 der | verbrauches | “2” |des Zucker-| 42” |des Zucker-| Stoffwechsel) 
3 in pes p.1g der |verbrauches| der 'verbrauches | in mg, p. 1g 
a 5) bP i Eth li ,p.1g]) 7 
> Vers. u. 24h Vers. a mg . Vers. a 2th ‘| u. 24h 
PTraubenzucker ..| 9 | 47-55 | 1 11,0 | 2 {12,5; 12,6) 7,8; 7,9 
’ Fruchtzucker . . .| 5 5,1—5,5 2 | 60; 64) 2 | 68; 7,4) 1,5; 2,1 
# Galaktose 4 | 65-67 | 2 | 88: 91] 2 /108; 11,1) 4,3; 4,5 
> Milchzucker 6 3,2—4,1 1 6,3 2 | 6,0; 6,1) 2,6; 28 
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Berechnet auf Grund der Versuche, in denen Ruhe- und 
Reizstoffwechsel (bei starker Reizung) an den gleichen Pra- 
paraten untersucht wurde. 

Diese Zusammenstellung. zeigt, da8B Traubenzucker und 
Fruchtzucker im Ruhestoffwechsel der nervésen Zentral- 
organe ungefahr in gleichem Umfange verwertbar sind, Milch- 
zucker bedeutend weniger, Galaktose dagegen in erheblich 
groferem Ausmafe, wohl im Zusammenhange mit seiner Be- 
deutung fiir den Aufbau von Bestandteilen des Zentralnerven- 
systems. Durchaus abweichend hiervon ist die Verwendbarkeit 
der verschiedenen Zucker im Reizstoffwechsel. Wahrend 
hier die absoluten Werte fiir Fruktose und Milchzucker 
einerseits und die fast doppelt so hohen fiir Traubenzucker 
und Galaktose anderseits einander nahestehen, ist die GrédBe 
des durch die Differenz zwischen Reiz- und Ruhestoffwechsel 
ausgedriickten Erregungsumsatzes am geringsten beim Frucht- 
zucker, dann folgen Milchzucker und Galaktose, und dann in 
groBem Abstande der Traubenzucker, der weitaus die beste 
Eignung als «Kraftquelle» zu besitzen scheint. 

Zum Schlusse méchte ich Herrn Professor Dr. H. Winter- 
stein auch an dieser Stelle fiir giitige Uberlassung des Unter- 
suchungsmaterials und seine liebenswiirdige Unterstiitzung 
herzlich danken. 
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Chemische Untersuchungen iiber Pflanzengallen. 
II. Mitteilung. 


Von 
Julius Zellner. 





(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1918.) 





Unter Bezugnahme auf die erste Mitteilung tiber diesen 
Gegenstand') berichte ich im folgenden tiber einige Unter- 
suchungen, die sich inhaltlich erginzend und erweiternd an 
die friiheren Studien anschliefen. 

Zunachst wurde noch eine Eichengalle untersucht und 
zwar die sehr bekannte, von Cynips Kollari auf den SproBenden 
von Quercus sessiliflora hervorgebrachte, nahezu kugelférmige, 
feste, braungriine Galle, die zu der Gruppe der in der Praxis 
nicht immer geniigend unterschiedenen «mitteleuropdischen 
Gallaipfel» gehdrt. Sie wurde im November 1914 auf dem 
Bisamberge bei Wien gesammelt. Die Analyse ergab folgende 
Zahlen (in Prozenten der Trockensubstanz): 


Petrolitherauszug ..... G7) | Rolimeer. « . - ce es ws 35,58 
Atherauszug........ SORT Bie « oe ee es 2,21 
Wasserauszug .-...... 45,65 | In Wasser unldsl. Teil der 
Gerbende Stoffe ...... 30,73 Gesamtasche. ..... 22,45 
In Wasser lésliche Nichtgerb- ) | a vorhanden 

WS 6 6 eee Se eS 14,92 | Extraktasche....... 2,17 
Reduzierender Zucker . . . 1,07 





Es liegen nunmehr die Analysen von dreierlei Gallen vor, 
die auf demselben Organ derselben Pflanzenart von dreierlei 
Arten der Insektengattung Cynips (C. conglomerata, tinctoria 
und Kollari) hervorgebracht werden. Die Unterschiede liegen 
hauptsichlich in dem Gehalt an Rohfaser und Gerbstoff. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 495 (1914). 
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Hingegen herrscht beziiglich mehrerer anderer Bestandteile: 
der in Wasser lislichen Nichtgerbstoffe, des reduzierenden 
Zuckers und der Asche eine bemerkenswerte Ubereinstimmung, 
ferner auch darin, daf fast simtliche Mineralstoffe in wasser- 
léslicher Form in den Gallen vorhanden sind, daf alle Mangan 
enthalten, da& der Stickstoffgehalt in allen Fallen sehr klein 
ist (unter 0,5°/o) und daf Starke entweder gar nicht oder nur 
in sehr geringer Menge nachgewiesen werden konnte. Holz- 
substanz (Lignin) ist in allen drei Gallen vorhanden. Dieser 
Tatsachenkomplex weist entschieden auf einen gemeinsamen 
Typus der Achsensprofgallen der Eiche hin. 

Als Gegenstiick zu diesem Fall (Gallen verschiedener 
Insekten auf demselben Pflanzenorgan) wurde nun auch 
derjenige in Betracht gezogen, in welchen Gallen von dem- 
selben Insekt auf analogen Organen verschiedener 
Pflanzen erzeugt werden. 

Die Untersuchung der betreffenden Gallen wurde_ur- 
springlich zur weiteren Priifung der Ansicht unternommen, 
da8 obstartig aussehende Gallen reich an Zucker sind (I. Mit- 
teilung). Es handelt sich um die zwar 4uSerlich obstartigen, 
aber lederig diinnen, hohlen Gallen der Pontania gallarum 
Hart. (= P. salicis Christ) auf den Blattern von Salix daph- 
noides. Das Material war im August 1916 in Aussee (Steier- 
mark) gesammelt worden; die Ergebnisse der Analyse, die sich 
gleichzeitig auf normale Blatter desselben Baumes bezog, sind 
(in Prozenten der Trockensubstanz) folgende: 


Blatter von Salix Galle von Pontania 
daphnoides gallarum 

Petrolatherauszug....... 5,29 1,87 
Atherauszug .......2¢. 2,51 0,69 
WASROTAMEUS «2 0 te tt ee 4096. 50,20 
Gerbende Stoffe........ 5,59 11,16 
Wasserlisliche Nichtgerbstoffe . 35,37 39,04 
Reduzierender Zucker. . -.. 3,49 9,49 
ae ee 2 ee 13,67 21,11 
er ee 10,80 3,84 
In Wasser unldsl. Teil der Ge- 

pamiasene . . 1 ss ee ss 91,53 28,71 


mtpnmteeche . 6 st cw + we 6,97 3,47 
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Es zeigt sich, dafi tatsaichlich der Zuckergehalt bedeutend 
erhoht ist; auch die ubrigen in der 1. Mitteilung besprochenen 
Verhialtnisse wiederholen sich hier mit der bemerkenswerten 
Ausnahme, daf die Galle einen héheren Rohfasergehalt auf- 
weist, als das Blatt der Weide. 

Dasselbe Insekt bringt nun auch auf den Blattern der 
Salix purpurea Gallen hervor, die den auf Salix daphnoides er- 
zeugten zwar ihnlich, aber doch von ihnen deutlich unterscheid- 
bar sind (durch geringere Gr6éfe, derbere, dickere Wandung 
und eine mehr ins Rote spielende Farbe). Das Material wurde 
bei Obergrafendorf (in Niederésterreich) im August 1916 ge- 


sammelt. 
Die Analyse ergab in Prozenten der Trockensubstanz : 





Petrolitherauszug ..... 2,43 | Reduzierender Zucker .. . 10,73 
Atherauszug........ 1,13 | Rohfaserr ......... 13,31 
Wasserauszug ..-:-... -60,08| Asche. ... 24.2.2 ee-s 3,36 
Gerbende Stoffe ...... 11,04 | In Wasser unldsl. Teil in Pro- 

In Wasser lésl. Nichtgerbstoffe 48,98 zenten der Gesamtasche . 35,97 


Die Ubereinstimmung der chemischen Zusammensetzung 
der beiden Gallen ist, wie man sieht, eine recht weitgehende ; 
der Unterschied liegt auch hier hauptsachlich in dem ungleichen 
Rohfasergehalt und dem damit zusammenhingenden ungleichen 
Gehalt an wasserldéslichen Stoffen. 

Da in den Untersuchungen Molliards') auf die von mir 
bisher nicht beriicksichtigten Stickstoffsubstanzen ein groBes 
Gewicht gelegt wird, habe ich nun auch in einigen der bisher 
studierten Gallen sowie in den zugehorigen Pflanzenorganen 
Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. Die untenstehenden Zahlen 


bedeuten Prozente Stickstoff in der Trockensubstanz. 
Ne 








Blatter von Quercus sessili- Galle von Cynips folii auf 
a a a - | 1,60 Quercus... .. 2+ « 0,29 
Junge Zweige von Quercus Galle von Cynips Kollari auf 
sessiliflora. ...... 1,85 QMerems .. 6 6 ws -| 0,38 
Blatter von Salix daph- Galle von Pontania galla- 
Ws W466 se He | 2,25 rum auf Salix ..... 0,57 





1) Revue Générale de Botanique, Tome 25 (1913). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 18 








258 Julius Zellner. 


Ich brauche wohl kaum zu bemerken, daf die Gallen vor 
der Analyse von den Insekten und ihren Exkrementen sorg- 
faltig befreit worden waren. 

Beziiglich der qualitativen Zusammensetzung der bisher 
untersuchten Insektengallen hatteich nochfolgendes zu bemerken: 

Die Petrolatherausziige, deren relative Menge gering 
ist, enthalten neben Fett Chlorophyll, wachsartige Stoffe,') 
kleine Mengen von Phytosterinen. Daf der Chlorophyllgehalt 
in den Gallen wesentlich kleiner ist als in den normalen Or- 
ganen, ist eine langst bekannte Tatsache. 

Die Atherausziige enthalten nur wenig Harz, sie be- 
stehen der Hauptsache nach aus weifien oder gelblichen, pulve- 
rigen Korpern, die zu den Gerbstoffen in naher Beziehung zu stehen 
scheinen.?) Diese Korper sind in Holzgeist und Alkohol ldéslich 
und geben in diesen Lisungen mit Eisenchlorid griine oder braun- 
griine Firbungen; durch basisches Bleiacetat werden sie gefallt. 

In die Wasserausziige gehen aufer den Gerbstoffen 
meist betrachtliche Mengen amorpher Kohlenhydrate; Starke 
findet sich in manchen Gallen gar nicht (Cynips tinctoria, folii, 
Rhodites rosarum), in andern nur in geringer Menge (Cynips 
Kollari, conglomerata, Pontania gallarum); weiters laBt sich 
Traubenzucker in sehr wechselnder Menge nachweisen; An- 
thokyan wurde bei den Gallen von Cynips folii, Rhodites und 
Pontania gefunden; endlich sind stets organischsaure Salze 
(bes. Kaliumverbindungen) und kleine Mengen stickstoffhaltiger 
Stoffe (wahrscheinlich EiweiBabkémmlinge) nachweisbar. Ab- 
gesehen von den Gerbstoffen zeigt die Zusammensetzung der 
Gallen somit nichts besonders Auffallendes. Damit steht der 
mikroskopische Befund im Einklang. «Die leblosen Inhalts- 
bestandteile der Gallen — Starke, Eiweifkérner, Fetttropfen, 
Calciumoxalatkrystalle u. dgl. mehr — zeigen keine nennens- 
werten Abweichungen vom Normalbefund» (Kiister).%) 


1) Dahin gehért wohl auch Kochs Gallocerin (Phytochemische 
Untersuchungen, Dissertation Lausanne 1895). 

*) Stoffe dieser Kategorie sind die von Kunzt-Krause dargestellte 
Cyclogallipharsaure (Archiv d. Pharmazie, Bd. 242, S.256 [1904] und das von 
Nierenstein isolierte Galloyl-leucin (Diese Zeitschr., Bd.92, 5.53 [1914]. 

5) Kiister, Die Gallen der Pflanzen 1911, S. 204. 
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Von Membranstoffen ist in erster Linie Cellulose zu 
nennen; je nach dem Organ, das in die Gallenbildung eingeht, 
kann auch Holzstoff (Lignin) vorkommen (so bei den Stengel- 
knospengallen von Cynips conglomerata, tinctoria, Kollari, 
Rhodites); auBerdem sind stets erhebliche Mengen anderer, in 
indifferenten LoOsungsmitteln unléslicher, aber leichter als Cel- 
lulose abbaufihiger Polysaccharide vorhanden; wie aus den 
obigen Analysen hervorgeht, betragt die Quantitét derselben 
im Mittel ungefahr 20°/o. Auch diese Verhaltnisse weichen von 
denjenigen normaler Organe nicht wesentlich ab. 


Der geringe Gehalt an Nahrstoffen (Fett, Eiweif, Stirke) 
weist deutlich darauf hin, daB die untersuchten Gallen keines- 
falls als Speicherorgane betrachtet werden kénnen. Wenn 
auch langst bekannt ist, daf in den inneren Teilen vieler Gallen 
Niihrgewebe vorhanden sind, die den Inwohnern die ndtige 
Nahrung liefern,!) so kann die Menge dieser Nihrstoffe im 
Verhialtnis zum Gesamtgewicht der Galle doch nur gering sein. 
Dies wird auch begreiflich, wenn wir bedenken, dafi in den 
untersuchten Fallen das Gewicht des gallenbildenden Tieres 
und damit auch sein Nahrstoffbedarf im Verhiltnis zur Galle 
nur klein ist. Nennen wir das Verhaltnis zwischen dem Ge- 
wicht der vollig ausgebildeten Galle zum Gewicht des voll- 
kommen entwickelten Insektes die gallenbildende Kraft 
des letzteren, so erhalten wir in einigen der oben genannten 
Falle folgende Werte. 





| Trockensubst. in Grammen 

















(Mittel aus 50 Individuen) | Gallen- 
Spezies SS eS bildende 
xkremente 
Galle | Insekt i. einer Galle Kraft 
Cymips Mollavi « . wc ee 1,192 | 0,0011 0,010 1083 
Ce es. 6. 6H oo we %% 0,320 | 0,0020 — 160 
Pontania gallarum auf Salix daph- 
ee ee ee 0,068 | 0,0012 0,016 56 
Pontania gallarum auf Salix pur- 
+ es ar ee & eo % es 0,058 | 0,0012 0,003 48 














) Kuster, |. c., S. 282. 
18* 
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Wichtig ware es vielleicht auch die Lebendgewichte zu 
vergleichen, da auch der pathologisch erhdhte Wassergehalt 
der Galle fiir den abnormen Stoffwechsel in Betracht kommt. 
Fiir Cynips folii z. B. ergeben sich folgende Werte: Lebend- 
gewicht einer Galle im Mittel 2,506 g, einer Gallwespe 0,0043 g, 
daher gallenbildende Kraft 595. 

Ich unterlasse es vorliufig, aus den bisher gewonnenen 
Resultaten weitergehende Schliisse zu ziehen. Bei einem so 
vielgestaltigen und komplizierten Phinomen, wie es die Gallen- 
bildung ist, k6nnen nur auf Grund umfassender Untersuchungen 
allgemeine Gesichtspunkte gewonnen werden. Ich will nur auf 
einige Umstinde hinweisen, die deutlich zeigen, wie vorsichtig 
man hier mit Verallgemeinerungen sein muB. Der Stickstoff- 
gehalt der von mir bisher untersuchten Gallen ist recht niedrig ; 
ahnliches fanden auch Koch!) und Manceau?) bei ver- 
schiedenen Eichengallen; Molliard’) dagegen gibt fiir eine 
Reihe anderer Gallen Stickstoffwerte von 0,4—5,3°/o an- und 
Roncali*) fiir Gallen von Pemphigus cornicularius Werte von 
2,5—6,99°/o. Ahnlich liegt die Sache beim Stirkegehalt: die 
von mir untersuchten Gallen waren starkefrei oder sehr arm 
daran; Roncali‘) fand dagegen bei Gallen von Cynips Mayri 
8,9°/o, Figdor®) gibt fiir Aleppogallen (Cynips tinctoria auf 
Quercus lusitanica) 2°/o, fiir chinesische Gallapfel (Schlechten- 
dalia chinensis auf Rhus semialata) 8°/o Starke an. Wie sehr 
der Gehalt an reduzierendem Zucker schwankt, geht aus 
Kochs') und meinen Untersuchungen hervor. 

Analoges wird sich wohl auch noch fiir andere Stoffe 
herausstellen, wenn einmal reichlicheres Analysenmaterial vor- 
handen sein wird. Dies ist auch nicht anders zu erwarten. 
Denn die chemische Beschaffenheit der Galle muf sich natur- 





) le. S. 10. 


*) Sur le tannin de la Galle d’Alep et la Galle de la Chine, Thése, 


Paris 1896. 

8) l.c., Il. Abschnitt, Kapitel 7. 

*) Contributo alla studio della composizione chimica delle galle 
(Marcellia, Jg. 1904 und 1905). 

5) In Wiesners Rohstoffen des Pflanzenreichs. 2. Aufl., 1. Bd., S. 678. 
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gemif nach derjenigen der betreffenden Pflanzenspezies im 
allgemeinen und der des befallenen Organes im besonderen 
richten; die Galle ist ja doch ein Teil der befallenen Pflanze 
und wird daher deren chemische Eigenheiten bis zu einem 
erheblichen Grade an sich tragen. Auch wird der Entwicklungs- 
zustand von .Wirtpflanze und Galle von Einflu8 sein. In einem 
andern Sinne kann aber die Galle auch als ein pflanzlicher 
Parasit betrachtet werden, der allerdings nicht aus eigener 
Initiative, sondern unter dem Druck des Gallenerzeugers seine 
Tatigkeit entfaltet und daher die den parasitischen Pflanzen 
gemeinsamen chemischen Ziige aufweisen wird. Diese letztere 
Idee war es, die mich vom Studium der heterotrophen Phanero- 
gamen!) auf das der Gallen gefiihrt hat, und ich werde in 
dieser Meinung dadurch bestarkt, da, wie ich erst spiater 
erfuhr, auch andere Bearbeiter der Frage sehr verwandte 
Anschauungen gedufert haben (Pantanelli,?) Paris und 
Trotter,*) Molliard.*) Doch halte ich, wie bereits erwahnt, 
das bisher gewonnene Tatsachenmaterial nicht fiir ausreichend, 
um den Chemismus der Gallenbildung in seiner Allgemeinheit 


aufzuklaren. 





') Monatshefte, Bd. 35, S. 333 (1914) und Bd. 35, S. 1511 (1914). 
2) Stazione sperim. agrar. ital., 1909, S. 42. 


3) Marcellia 1911, S. 10. 
*) Revue Générale de Botanique 1913. 
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(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1918.) 








Uber das Schicksal von Kohlenwasserstoffen im tierischen 
Organismus ist nur wenig bekannt. Die Paraffine gelten als 
unangreifbar, bei Ringkérpern hangt der Abbau in erster Linie 
von dem Bau der Seitenkette ab. Die Oxydation des unsub- 
stituierten aromatischen Ringes ist am Benzol und Naphthalin, 
die Umwandlung hydroaromatischer Ringe an Terpenkoérpern 
untersucht worden. Wiéihrend der Tierkérper bei den Terpenen 
sich mit dem Einbau einer Hydroxylgruppe im allgemeinen be- 
gniigt!) und den Alkohol dann als gepaarte Glukuronsaure aus- 
scheidet, findet beim Benzol und Naphthalin eine Oxydation 
an verschiedenen Stellen des Ringes statt. Das Benzol wird 
in erster Linie in Ortho- und Para-Stellung oxydiert, Brenz- 
katechin?) und Muconsiéure*), sowie Hydrochinon?) sind als Ab- 
bauprodukte gefaBt worden. Aber auch die Oxydation in Meta- 
Stellung*) ist nicht ausgeschlossen. Naphthalin wird zum Teil 
unverandert®) ausgeschieden, zum Teil in a-Stellung*) oxydiert, 


1) J. Himalainen, Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 27, S. 141 (1912). 

*) Nencki und Giacosa, Diese Zeitschr., Bd. 4, S. 336 (1880). 

8) Jaffé, Diese Zeitschr., Bd. 62, S. 58 (1909). 

*) Fromherz und Hermanns, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 113. 
(1914), und Béhm, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 101 (1914). 

5) Baumann und Herter, Diese Zeitschr., Bd. 1, S. 267 (1878). 

6) Nencki und Lesnik, Arch. f. exper. Pathol. u. Physiol., Bd. 22, 
S. 171 (1886). 
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vielleicht in geringerem Umfange auch in £-Stellung. Doch stiitzt 
sich Edlefsen‘) hier nur auf Farbenreaktionen. Baumann, 
sowie Nencki?) vermuten auch beim Naphthalin eine weitere 
Oxydation zu einem Dioxynaphthalin, weil der Harn ebenso wie 
diese beim Stehen, d. h. bei alkalischer Reaktion sehr stark 
nachdunkelt. Da aber solche Dioxynapthaline bisher aus dem 
Harn noch nicht herausgeholt worden sind, laBt sich tiber die 
gegenseitige Stellung der OH-Gruppen zueinander nichts aus- 
sagen. Daf der Naphthalinkern nicht unangreifbar ist, hat in 
neuerer Zeit Kikkoji*) in E. Friedmanns Laboratorium durch 
Verfiitterung von a- und B-Naphthyl-alanin, sowie von B-Naphthyl- 
brenztraubenséure bewiesen. Bei der B-Verbindung konnte er 
feststellen, daB derjenige Ring gesprengt wird, der die Seiten- 
kette tragt. 

Das Schicksal hydrierter Benzolabkémmlinge ist ebenfalls 
von EK. Friedmann‘) studiert worden. Er fand nach sub- 
cutaner Darreichung von Hexahydrobenzoesiure und Hexa- 
hydroanthranilsdéure eine geringe Steigerung der Hippursaure- 
ausscheidung, vermiite aber nach Zufuhr von Cyklohexanessig- 
siure und Cyklohexanol-(1,1)essigséure die Phenacetursaure, 
die auf ahnliche Weise hieraus hatte entstehen miissen. 

Wir hofften weiteres Material in dieser Frage beibringen zu 
kénnen, indem wir das durch Schroeters Arbeiten technisch zu- 
giinglich gewordene Tetrahydronaphthalin (Tetralin) verfiitterten. 
VeranlaBt hierzu wurden wir durch die Beobachtung, daf der 
Harn von Menschen, die gelegentlich gréfere Mengen von Tetra- 
lindampf eingeatmet hatten, auffallend dunkelgefarbt worden war, 

In der vorliegenden Abhandlung gehen wir noch nicht 
auf soleche Abbauprodukte ein, die vielleicht einen Einblick in 
den Mechanismus der Ringsprengung gestatten. 

Jedoch méchten wir schon jetzt eine bemerkenswerte 
Beobachtung mitteilen, nimlich das Auffinden eines Harnstoff- 
derivates des Tetralins, von dem sich durch synthetischen 





1) Edlefsen, Arch. f. exper. Pathol. u. Physiol., Bd. 52, S. 457 (1905). 
*) Ber., Bd. 19, S. 1534 (1886). 

3) Biochemische Zeitschr., Bd. 35, 8. 57 (1911). 

*) Biochemische Zeitschr., Bd. 35, S. 49 (1911). 
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Aufbau herausstellte, daBi es der optisch-inaktive ac-a.~ 
Tetralylharnstoff war. Hier war also eine neue C—N- 
Bindung entstanden, an einem sauerstofffreien Kohlenstoffatom. 
Aminierung von Kohlenstoff, der bereits mit Sauerstoff ver- 
bunden ist, tritt leicht ein. So ist die Aminierung von Carb- 
oxyl eine Reaktion, die in vitro leicht ausfihrbar ist und 
der sich auch der Organismus in weitestem Umfang bedient; 
die natiirlichen Aminoséuren werden siureamidartig aneinander 
zum Eiweifi gekettet, korperfremde Saéuren werden mit der- 
Aminogruppe des Glykokolls, des Ornithins') und des Gluta- 
mins*) gekuppelt: bekannte Entgiftungsreaktionen des Organis- 
mus. Die Aminierung von Carbony] erfolgt ebenfalls leicht 
in vitro; Aldehyde und Ketone treten mit Ammoniak, Aminen 
und Saéureamiden zu neuen Verbindungen zusammen. Als Typus 
seien Aldehydammoniak und die durch ihre antiseptische Wir- 
kung ausgezeichneten N-Methylolderivate*) der Séureamide an- 
gefiihrt. Die Reaktion geht meist weiter, unter Wasserabspal- 
tung bildet sich die besténdigere Azomethingruppe: 


Sco mae — > aa _s ‘eC = NR. 

Im Organismus ist diese Reaktion in ihrer einfachsten 
Form noch nicht beobachtet worden. Auch zwei Aminogruppen 
treten in vitro mit einem Carbonyl zusammen.‘) Eine solche 
Reaktion glaubte Eppinger®) im Tierkérper gefunden zu haben: 
Unter Austritt von Wasser sollte die Aldehydgruppe der Glyoxyl- 
siure mit zwei Harnstoffmolekiilen zu Allantoin zusammen- 
treten; doch konnte Dakin®) diesen Befund nicht bestatigen. 
Dagegen machte Knoop‘) den physiologisch tiberaus wichtigen 





‘) Jaffé, Ber., Bd. 10, S. 1926 (1876); Bd. 11, S. 406 (1878). 

*) Thierfelder und Sherwin, Ber., Bd. 47, S. 2630 (1914); Diese 
Zeitschr., Bd. 94, S. 1 (1915); Thierfelder und Schempp, Pfliigers 
Archiv, Bd. 167, S. 280 (1917). 

’) Einhorn, Liebigs Ann., Bd. 343, S. 207 (1905). 

*) Meyer-Jacobsen, 2. Aufl., Bd. 2, Teil 2, S. 243 (1905). 

5) Hofmeisters Beitrage, Bd. 6, S. 493 (1903). 

*) Journ. biol. Chem., Bd. 3, S. 65 (1907). 

”) Diese Zeitschr., Bd. 67, S. 489 (1910); Bd. 71, S. 252 (1911). 
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Befund, daf8 Carbonyl und Ammoniakrest doch im Tierkérper 
miteinander reagieren, allerdings nur im Zusammenhang mit 
einer Reduktion, unter Umstanden auch noch mit einer Ace- 
tylierung. Knoop verfiitterte die y-Phenyl-a-ketobuttersiure 
und fand im Harn die rechtsdrehende acetylierte Aminosiure: 


CO —-> CH - NHCOCH,. Die Aminierung einer a-Keto- 


sdure unter gleichzeitiger Reduktion kommt nach Beobachtungen 
in Embdens Laboratorium!) auch bei der Durchblutung der 
glykogenhaltigen Leber zustande. Aus den entsprechenden 
Ketoséuren entstehen hier die natiirlich-vorkommenden optisch 
aktiven nichtacetylierten Aminoséuren. Es kommt der Reaktion 
also anscheinend eine allgemeine biologische Bedeutung zu. 
Sie ist umkehrbar;*) Aminosduren baut der Organismus (Tier, 
Hefe) zu den entsprechenden Ketoséuren ab (oxydative Des- 
aminierung). Knoop weist bereits darauf hin, daB in der von 
ihm beobachteten Form drei Reaktionen miteinander verbunden 
sind, die Aminierung, d.h. die Bildung eines Ammoniakan- 
lagerungsproduktes an die Ketosdure,*) dessen Reduktion zur 
Aminoséure und deren Acetylierung,+) welch letztere Reaktion 
vielleicht durch Abbau von Brenztraubensaure zustande kommt. 
In dieser Kombination fiihrt die Reaktion auch in vitro zu 
bestandigen Produkten. De Jong®) neutralisierte zwei Mole- 
kiile Brenztraubensiure bei Zimmertemperatur mit Ammonium- 
carbonat und erhielt unter Warmeentwicklung Acetylalanin. 
Die Reaktion ist schon vorher von Erlenmeyer®) bei der 
Phenylbrenztraubenséure beobachtet und ihr Mechanismus an 
anderen a-Ketonsduren eingehend studiert worden. 





1) Embden und Schmitz, Biochem. Zeitschr., Bd. 29, S. 423 (1910); 
Bd. 38, S. 393 (1912); Kondo, Biochem. Zeitschr., Bd. 38, S. 407 (1912); 
Fellner, Biochem, Zeitschr., Bd. 38, S. 414 (1912). 

*) Neubauer, Arch. f. klin. Med., Bd. 95, S. 211 (1909). 

’) a-Iminosduren sind sehr unbestindig. Béttinger, Ann. d. Chem., 
Bd. 208, S. 122 (1881). 

*) Ellinger und Hensel, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 21 (1914). 

5) Recueil des Traveaus, Bd. 19, S. 259 (1900). 

6) Erlenmeyer und Kunlin, Ann. d. Chem., Bd. 307, S. 163 
(1899); Erlenmayer, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 2525 (1903). 
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Der Ersatz von alkoholischem Hydroxyl durch die 
Aminogruppe scheint in vitro nicht mdglich zu sein, der 
von phenolischem Hydroxyl im allgemeinen auch nicht. Nur 
drei Sonderfille sind hier bekannt. Die Uberfithrung der Oxy- 
nitrile (Cyanhydrine) durch Ammoniak in Aminonitrile,') durch 
deren Verseifung dann Aminosauren entstehen, die Bildung des 
B-Aminocrotonsaureesters?) aus Acetessigester und Ammoniak, 
und die Uberfiihrung von 6-Naphthol in B-Naphthylamin, die 
technisch angewandt wird und nur bei hoher Temperatur vor 
sich geht.’) Aber bei allen drei Fallen liegen solche Bindungs- 
verhaltnisse vor, daB voriibergehend auch die Bildung von Um- 
wandlungsformen mit doppelt gebundenem Sauerstoff denkbar 
sind. Vom Tierkérper ist es bisher nicht bekannt gewesen, 
dafi er alkoholisches Hydroxyl aminieren kann. Auf solche 
Weise kénnte unser Tetralylharnstoff entstanden sein. Das 
als Zwischenprodukt in Betracht kommende Oxydationsprodukt, 
das ac-a-Tetrahydronaphthol, ist in der chemischen Literatur 
noch nicht bekannt, es entsteht aber bei der katalytischen 
Reduktion von a-Naphthol.4) Seine Bildung im Organismus 
ist nicht unwahrscheinlich. Tetralin neigt zur Autoxydation. 
Diese von Weger'®) u. a. gemachte Beobachtung hat der eine 
von uns (Schroeter) durch seine technischen Erfahrungen 
bestatigt gefunden. Vielleicht beruht sie darauf, daB das 
Tetrahydronaphthalin zu den Desmotropiekérpern gehort ent- 
sprechend folgenden Formulierungen: 





H 4H, H 4H a &, 
WJ SS Na. «/ YY PFS 
co Eo Vin — al fe 
“ie ae 
H H, Ni Ni MG 
1. gewohnl. Form 2. a-Form 3. B-Form 





') Meyer und Jacobsen, 2. Aufl., I, Bd. 2, S. 732 (1913). 

*) Meyer-Jacobsen, 2. Aufl., I, Bd. 2, S. 774 (1913). 

5) Badische Anilin- und Soda-Fabrik, D. R. P. Nr. 117, S. 471; vel. 
auch Bucherersche Reaktion, z. B. H. Franzen und Kempf, Ber. d. 
chem. Ges., Bd. 50, S. 101 (1917). 

*) Privatmitteilung von G. Schroeter. 

5) Ber., Bd. 36, 5S. 309 (1913). 
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H 4H, 2 i H H, HH 
— ul | ta 7 al 7am oe tom 
a” de al IN AING \AIN4 
H . H, H H H, H H 
4. y-Form 5. 5-Form 6) €-Form 

H, HH H, H H 
fr SNIZS 
H H 
—> J > Eee dit 
\4\7 er 
H 4&, H, H 
7. n-Form 8. Z-Form 


Wahrscheinlich sind die Formen Nr. 2—8 sehr labil und 
gleiten leicht wieder in die stabile, rein aromatische Form 1 
hintiber. Dem wiirde entsprechen, daf die Autoxydation, die 
nur aus der a- bis Z-Form heraus leicht erklirbar ist, auch 
nur in geringem Grade vor sich geht. Ferner wiirde damit 
im Einklang stehen, dai der im Tierk6rper gebildete ac-a-Tetralyl- 
harnstoff optisch inaktiv ist. Ebenso wie der Kohlenwasser- 
stoff kénnte das a-Hydroxyl- und das a-Harnstoffderivat in 
desmotropen Formen auftreten; solche Bindungsverschiebungen 
beim Ubergang in die stabile Form wiirden die leichte Race- 
misierung erkliren. Modglich ist aber auch, dai die aktiven 
Harnstoffe an und fiir sich sehr leicht racemisiert werden. 
Das ihnen zugrunde liegende ac-a-Tetrahydronaphthylamin ist 
bisher noch nicht in seine optischen Komponenten zu spalten 
versucht worden. Wir werden es nachholen, so wie uns 
groBere Mengen zur Verfiigung stehen. Das ac-f-Tetrahydro- 
naphthylamin haben Cloetta und Waser’) in seine optischen 
Komponenten gespalten und sie, sowie verschiedene N-Acyl- 
und N-Alkylderivate der pharmakologischen Priifung unter- 
worfen. Auffallenderweise zeigten die d- und |-Formen so- 
wohl untereinander als auch im Vergleich mit der dl-Form 
vollig gleiche Wirkung. Da8 im Tierkérper eine racemische 
Verbindung entsteht, ist bisher allein von der Harnpentose 
bekannt, die Neuberg?) als dl-Arabinose identifiziert hat. 





*) Arch. f. exper. Pathol. u. Physiol., Bd. 73, S. 398, 481 (1913). 
*) Chem. Ber., Bd. 33, S. 2243 (1900). 
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Wiahrend bei der Knoopschen Reaktion im Organismus sub- 
stituierte Acetamide entstehen, haben wir einen substituierten 
Harnstoff gebildet gefunden. Nach Alkylharnstoffen ist vor 
vielen Jahren vergeblich gefahndet worden') in der Hoffnung, 
die Beteiligung der Cyanséure bei der Bildung des Harnstoffs 
zu beweisen; nach Zufuhr von Alkylaminen sollten die ent- 
sprechenden Alkylharnstoffe entstehen; das war aber nicht der 
Fall. Heute wissen wir, dafi die Amine in der Regel in die 
Siiure mit gleicher Kohlenstoffzahl tibergehen.?) Eine Uber- 
fihrung der Amino- in die Ureidogruppe ist bis heute ein- 
wandsfrei nur von Dakin*®) und Weiland‘) beobachtet worden. 
Ersterer fand, daf nach intravendser Injektion von dl-Phenyl- 
alanin an Katzen die Ureidoséure aus dem Harn spontan aus- 
krystallisierte, letzterer erhielt die Ureidosiure des Tyrosins. 
Diejenigen Reaktionen, durch die Harnstoff aus Arginin,*) Methyl- 
hydantoin bei der Faulnis von Kreatin®) und die e-Ureido- 
capronsiure aus der entsprechenden e-Guanidosdure “) entstehen, 
gehdren nicht hierher, denn bei ihnen ist der Harnstoffrest aus 
dem Guanidinkern durch hydrolytische Desaminierung entstanden. 

Man k6nnte sich die Bildung unseres racemischen Te- 
tralylharnstoffs auch so zustande kommen denken, da8 sich 
Harnstoff an die Doppelbildung des natiirlich inaktiven 1,2- 
Dihydronaphthalins anlagert. Wir haben daher dieses verfiittert, 
aber keine Spur Tetralylharnstoff, dagegen eine Reihe anderer 
Produkte erhalten. Wir werden den Versuch wiederholen, 
halten jedoch schon heute diesen Kohlenwasserstoff nicht fiir 
ein wahrscheinliches Zwischenprodukt bei der Entstehung des 
Tetralylharnstoffs. Weitere Versuche, die den Mechanismus der 
Reaktion aufklaéren sollen, sind im Gange. 


') Schiff, Schmiedeberg, Salkowski zit. nach Réhmann, 
Biochemie, S. 341. 

*) Dakin, Oxydations and reductions, London 1912, S. 106. 

$) Journ. biol. Chem., Bd. 6, S. 235 (1909). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 385 (1912). 

’) Kossel und Dakin, Diese Zeitschr., Bd. 41, S. 321 (1904); Bd. 42, 
S. 181 (1904). 

6) Ackermann, Zeitschr. f. Biol., Bd. 63, S. 81 (1913). 

’) Thomas und Goerne, Diese Zeitschr., Bd. 92, S. 163 (1914). 
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In dem besonderen Fall des Naphthalinrings ist tibrigens 
in vitro die direkte Einfiihrung der Aminogruppe Sachs!) mit 
Natriumamid gelungen. Er verschmolz Naphthole und Naph- 
thylamine damit, unter Wasserstoffentwicklung trat die Amino- 
gruppe in den Ring, mit Vorliebe in die a-Stellung. Bei 
Verschmelzen von Naphthalin mit Natriumamid bei Gegenwart 
von Phenol erhielt Sachs a-Naphthylamin und 1,5-Naph- 
thylendiamin, hier unter gleichzeitiger Reduktion des Phenols 


zum Benzol. 


Experimenteller Teil. 


H H, 
oe. 
A 

H H, 

Tetralin wurde neben reichlich Fleisch in Gelatinekapseln 
Hunden 8 Tage lang gereicht, im Tag auf 1 kg 0,1—0,26 g. 
Insgesamt wurden so im ersten Versuch 72 g, in einem wei- 
teren Versuch 85g verfiittert. Da die Tiere gegen Schluf 
an starkem Durchfall litten, ist der Urin nicht ganz frei von 
Kot zu erhalten gewesen, er roch deutlich nach unverdndertem 
Tetralin (aus dem beigemengten Kot?) und war so dunkel wie 
ein Carbolharn. Der gesammelte gemischte unverdiinnte Harn 
je einer Versuchsreihe (80 Lit.) wurde mit Phosphorsaure 
schwach angesiuert und in Portionen je 2 Tage lang mit 
Essigester extrahiert (Lindtscher Apparat). Die vereinigten 
Essigesterextrakte (21/2 Lit.) wurden durch Filtration vom aus- 
krystallisierten Harnstoff befreit, im Vakuum bis zum Sirup 
eingedunstet, dieser dreimal mit Chloroform ausgekocht und 
die Ausziige von dem beim Erkalten wiederum auskrystalli- 
sierenden Harnstoff abgetrennt. Die vereinigten Chloroform- 
auszige wurden dann nacheinander mit Sodalésung zur Ent- 
fernung der Siiuren,”) mit Kalilauge zur Entfernung der Phenole?) 
und mit Wasser gewaschen, bis dieses wieder neutral reagierte, 





') Ber. d. chem. Gesellsch., Bd. 39, S. 3013 (1906). 
?) Die Aufarbeitung dieser Fraktionen ist noch im Gange. 
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mit Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und mit reichlich Petrol- 
ather versetzt, wobei ein Niederschlag (0,76 g) entstand. 
Schmelzpunkt 190—196°. Aus wasserigem Alkohol mit Tier- 
kohle umkrystallisiert wurden erhalten: 

1. Fraktion 0,37 g Schmelzpunkt 210° weiB 

2. > 0,13 g > 205° gelblich. 

Der Harn der ersten Fiitterungsreihe war in 4hnlicher Weise 
aufgearbeitet worden mit dem Unterschied, daf bereits der Essig- 
esterextrakt mit Soda und Lauge gewaschen worden war und 
erst aus dem so gereinigten Essigesterextrakt der Chloroform- 
auszug bereitet wurde. Die rohe Ausbeute an dergleichen 
Substanz betrug 4,45 g, woraus durch Umkrystallisation aus 
96 °/oigem, darauf aus mit Wasser verdiinntem Alkohol er- 
halten wurden: 

1. Fraktion 2,37 g Schmelzpunkt 210,5° rein weib 

2. > 1,30 g > 210,5° gelblich 

3. > 0,47 g > 208 ° > 

Zur Analyse) diente obige 1. Fraktion vom Schmelzp. 
210,5°, getrocknet bei 80° im Vakuum iiber P,O;; 39,70 mg 
gaben 101,7 mg CO, und 26,6 mg H,O; 41,49 mg gaben 106,0 mg 
CO, und 26,9 mg H,O; 5,490 mg gaben 0,76 ccm N 20° 719mm; 
38,21 mg gaben 5,25 ccm N 21° 721 mm 


eef.: 6985C 7,50H 14,88N 
69,68 C 76H 14,75N 


fiir C,,H,,ON, ber.: 69,44 C 7,42 H 14,74 N. 

Die Harnsubstanz war ziemlich ldslich in Essigester, 
Chloroform und kaltem Alkohol, leicht in heiBem, wenig in Aceton, 
unléslich in Ather, Petrolather, Benzol und Wasser. Aus was- 
serigem Alkohol krystallisiert sie in derben glanzenden Nadeln. 

Sie ist unldslich in wasserigen Alkalien; von 2/1 n-Baryt 
in methylalkoholischer Lésung wird sie wihrend 7stiindigen 
Kochens nicht verindert. In kalter konzentrierter Essigséure 
und Salzsiiure lést sie sich auf und kann daraus mit Natron- 
lauge unveréndert wieder ausgefallt werden. Beim Erwarmen 
der sauren Lésung zersetzt sie sich sofort unter Abscheidung 








1) Die Mikro-Analysen verdanken wir Herrn Dr. Weil-Miinchen.’ 
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eines nach Tetralin riechenden, Brom verbrauchenden Ols. 
Die aus dem Harn isolierte Substanz war optisch-inaktiv.‘) 

Obige Elementarformel paft auf ein Harnstoffderivat des 
Tetralins; vier sind theoretisch mdglich. 

Zur Aufklarung der Konstitution kam bei den geringen Mengen 
Substanz nur ein Vergleich mit den synthetisch herzustellenden 
Harnstoffderivaten in Frage, da weder diese, noch zugiangliche 
Abbauprodukte in der Literatur beschrieben sind. Die ar-a-, 
ar-B und ac-f substituierten Harnstoffe, die bisher noch nicht 
beschrieben und eigens dafiir hergestellt worden sind, erwiesen 
sich, durch Verhalten, Schmelzpunkt und die Mischprobe, als 
nicht identisch mit dem Harnkorper. 


ar-a-Tetrahydronaphthylharnstoff. 


H,NCONH 
H 


06: 
a Pf 
H H, 

3,7 g des salzsauren Amin wurden in 25 ccm Wasser 
warm geldst, das klare abgekihlte Filtrat mit einer Lésung 
von 1,8g Kaliumcyanat in 5 ccm Wasser vermischt. Unter 
Erwirmung scheidet sich sofort ein Ol aus, das rasch erstarrt. 
Nach zweistiindigem Stehen wird abgesaugt, mit 100 ccm 
Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute 4,35 g, wahrend 
die Theorie nur 3,8 g zulaBt. Das Produkt wird aus 125 ccm 
99°/oigem Alkoho!l umkrystallisiert; beim Erkalten scheiden 
sich 2,0 g farbloser quadratischer Bliattchen aus. 

Zur Analyse wurde bei 80° im Vakuum iiber P,O, ge- 
trocknet. 0,1514 g geben 0,3866 g CO, und 0,0975 g H,O; 
0,1002 g verbrauchen 10,40 ccm 'J10 n-Saure. 

Gef.: 69,68% C 7,21% H 14,53%o N 

Fiir C,,H,,ON,. Ber: 69,44% C 7,42°%o H 14,74°%/o N. 

Der Harnstoff erweicht bei 198° und schmilzt unscharf 
bei ungefahr 206° (rasch erhitzt bei 212°). Nochmaliges Um- 





‘) Sie war nicht mit Lauge gekocht worden, sodaf Racemisierung 
bei der Isolierung unwahrscheinlich. 
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krystallisieren aus Alkohol andert den Schmelzpunkt nicht. 
Er list sich in konzentrierter Salzsaure, diese Lésung kann 
zum Kochen erhitzt werden, ohne daf eine dlige Abscheidung 
stattfinde. Die Mischung mit dem bei 210,5° schmelzenden 
Harnstoff aus dem Harn schmilzt schon bei 198—200°. 


ar-B-Tetrahydro-naphthylharnstoff. 


H H, 


H,NCOHN—/” \7™Nu, 


J, po 
H i, 


3,7 g des salzsauren Amins') werden warm in 25 ccm Wasser 
geldst, filtriert und mit einer Lésung von 1,8 g Kaliumcyanat in 
5 ecm Wasser versetzt. Die sofort auftretende dlige Abscheidung 
ist nach einstiindigem Stehen noch nicht erstarrt, auch nicht, 
nachdem das Reaktionsgemisch eine weitere Stunde im kochenden 
Wasserbad erhitzt worden war; das Ol wird durch 20 ccm 94°/oigen 
Alkohol in Lésung gebracht und darauf das Gemisch weitere 
3 Stunden am Riickflu8 gekocht. Beim Abkiihlen scheidet sich 
wieder ein farbloses O] aus, das aber nun in der Kite allmahlich 
erstarrt. Nach 14 stiindigem Stehen im Eisschrank wird abgesaugt 
und mit kaltem Wasser gewaschen. Das Rohprodukt (3,1 g) wird 
aus 100 ccm 94°/oigen Alkohol umkrystallisiert, worin es sich 
in der Siedehitze klar léste. Beim Erkalten fielen 0,27 g haar- 
feine weifie Nadelchen aus, die das Filtrieren sehr erschwerten. 
Sie sind bei 245° noch unverandert, verbrennen mit ruBender 
Flamme ohne Aschenriickstand und enthalten 9,24°/o N. Der 
Bitetralylharnstoff (C,,H,,.N),CO verlangt 8,75°/o N. 

Das alkoholische Filtrat wurde mit Wasser versetzt, der 
Alkohol auf dem Wasserbad verjagt und die auf 100 cem ge- 
brachte Lésung der Krystallisation im Eisschrank tberlassen; 
der aus feinen Nadeln bestehende Niederschlag wurde abgesaugt 
und aus 700 ccm kochendem Wasser umkrystallisiert. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum iiber P,O, ge- 








') Durch Reduktion von Nitrotetralin erhalten (G. Schroeter). 
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trocknet; 0,1503 g gaben 0,3829 g CO, und 0,1004 g H,O; 0,0767 g 
verbrauchen 7,95 ccm !/10-n-Séure. 
Gef.: 69,52°/o C 7,47% H 14,51°%o N 
Fir C,,H,,ON,. Ber.: 69,44°%o C 7,42% H 14,74% N. 
Der Harnstoff schmilzt bei 134° unter Zersetzung; er ver- 
schmiert beim Einriihren in kalte konzentrierte Salzsiiure, lést 
sich beim Erwaérmen mit viel Saéure, beim Erkalten krystalli- 


sieren weike Nadeln. 


ac-B-Tetrahydronaphthylharnstoff. 


HH, y 
HY N/ “ ZNHCONH, 


th My 
H H, 

3,7 g des salzsauren Amins werden in 25 ccm Wasser 
warm gelost, filtriert und mit einer Lésung von 1,8 g Kalium- 
cyanat in 5 ccm Wasser vermischt, beim Abkiihlen und Reiben 
entsteht ein in kurzen Nadeln krystallisierender Niederschlag, 
von dem nach 4 Stunden abgesaugt wird. Da die Ausbeute 
an diesem unscharf bei 170° schmelzenden Produkt nur 0,8 g 
betrug, wurde das Filtrat noch eine Stunde im kochenden 
Wasserbad gehalten, wobei sich reichlich weife Nadeln ab- 
schieden. Nach kurzem Stehen in der Kalte wurde abgesaugt 
und bei 100° getrocknet. Ausbeute 2,6 g, Schmelzpunkt 180 bis 
182°. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 50 ccm 99°/oigen 
Alkohols, in dem das Produkt in der Wiarme sebr leicht, in der 
Kalte wenig ldslich ist, schmilzt es scharf bei 183°. 

Zur Analyse wurde bei 80° im Vakuum iiber P,O, ge- 
trocknet. 0,1619 g gaben 0,4140 g CO, und 0,1095 g H,0; 
0,1200 g verbrauchen 12,60 ccm '/10-n-Siaure. 

Gef.: 69,79%o CG 7,57%o H 14,70%o N 

Fiir C,,H,,ON,. Ber.: 69,44 C 7,42°%o H 14,74%o N. 

Der Harnstoff lést sich in kalter konzentrierter Salzsiure 
unter anfanglicher dliger Verschmierung, dann fillt eine Gallerte; 
beim Erwarmen tritt klare Lésung ein, beim Abkiihlen erfolgt 
darauf die Abscheidung feiner weiBer Nadelchen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Cl. 19 








274 G. Schroeter und K. Thomas, 


Die Mischung mit dem im Verfiitterungsversuch erhaltenen 
Harnstoff sintert schon bei 160° und schmilzt ganz unscharf 
bei 185—190°. 

Mit diesen drei verhaltnismafig leicht zuganglichen Te- 
tralylharnstoffen hat sich also unsere Substanz als nicht identisch 
erwiesen, sie konnte daher nur der ac-a-Tetralylharnstoff sein ; 
da dieser ebenfalls noch nicht in der Literatur beschrieben 
ist, stellten wir ihn durch Synthese her und verglichen ihn 
mit unserem Harnprodukt. 


ac-a-Tetrahydronaphthylharnstoff. 


H 
4H | /NHCONH, 


06: 

ane tae 

H H, 

Das Amin ist etwas umstandlich nach Bamberger’) zu- 

ganglich. 1,5 Naphthylendiamin wird mit Natrium in siedendem 

Amylalkohol zu 1,5 ar-, ac-Tetrahydronaphthylendiamin redu- 

ziert, die aromatische Aminogruppe diazotiert, dann reduziert und 

in dem so entstandenen Hydrazinderivat der Hydrazinrest durch 

Verkochen mit Kupfersulfat gegen Wasserstoff vertauscht. Zur 

Darstellung des Harnstoffs wurden in gleicher Weise Amin- 

chlorhydrat und Kaliumcyanat in wasseriger Lésung umgesetzt. 

Das sofort krystallinisch ausfallende Rohprodukt schmolz bed 

208°, gemischt mit unserem Harnkorper bei 207°. Zur Reinigung 

wurde es aus 11/2 Teilen gew6hnlichem Alkohol umkrystallisiert ; 

es zeigte jetzt den Schmelzpunkt von 210,5° (korr.), die Mischung 

mit der Substanz aus Harn schmolz ebenfalls scharf bei 210,5°. 

Der synthetische Harnstoff war rein, wie die Analyse 
zeigte. 0,1750 g : 22,7 ccm N, 19°, 753°. 

Gef.: 14,80 °% N Ber.: 14,74 Jo N. 
Er zeigte gleiche Krystallform, Loslichkeitsverhaltnisse 
und gleiches Verhalten gegen Siéiuren wie der Harnkérper. Das 





‘) Bamberger und Abrahall, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 22, 


S. 944 (1889); Bamberger und Lodter, ebenda, S. 958. 
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synthetische Produkt krystallisierte in gut ausgebildeten Prismen, 
war leicht léslich in heifem Alkohol; es léste sich in der Kiilte 
in wasseriger Salzsiure, beim Erwarmen fiel ein Ol, das wie 
Tetralin roch; mit Chloroform ausgeschiittelt Brom sofort ver- 
brauchte. 

Damit ist bewiesen, da8B das Tetralin zu einem 
kleinen Teil in dl-ac-a-Tetrahydronaphthalinharn- 
stoff tibergefiihrt wird. In welchem Umfange diese Um- 
wandlung vor sich geht, dariiber sagen die beiden Fiitterungs- 
versuche nichts aus, da der Harn zur Extraktion angesduert 
wurde, der Harnstoff aber bereits gegen Sduren recht empfind- 
lich ist, wie uns erst spater bekannt wurde. 








19° 








Notiz iiber die Aufspaltung des Digitonincholesterids. 


Von 


A. Windaus. 





(Aus dem allgemeinen chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Marz 1918.) 





Die Abscheidung der Sterine mittels Digitonin oder einiger 
anderer Saponine als unldsliche Additionsverbindungen hat 
sich rasch bei nahrungsmittelchemischen und _ physiologisch- 
chemischen Arbeiten eingebiirgert. Uber die Spaltung des Di- 
gitonincholesterids habe ich in meiner ersten Arbeit) folgendes 
mitgeteilt: «Die Beobachtung, daf Cholesterylester sich nicht 
mit Digitonin verbinden, hat mich auch einen Weg finden 
lassen, das Digitonincholesterid in einfacher Weise zu spalten. 
Beim Kochen des Komplexes mit Essigséureanhydrid gelingt 
es nimlich, das gebundene Cholesterin zu acetylieren und nun- 
mehr glatt durch Ather als Cholesterylacetat herauszuldsen. » 

Auf diese Art der Spaltung bin ich in meiner zweiten 
Arbeit,?) die die praktische Verwendung der Digitoninmethode 
beschrieb, nicht mehr eingegangen, weil ich inzwischen ein 
sehr viel besseres Verfahren zur Zerlegung des Komplexes 
aufgefunden hatte: «Bei héherer Temperatur wird ..... die 
Dissoziation des Digitonincholesterids so merklich, daf man 
durch Lésungsmittel, die nur Cholesterin, nicht aber Digitonin 
auflésen, eine Zerlegung der Komplexverbindung durchfiihren 
kann. Am besten eignet sich hierzu siedendes Xylol: 10 g Di- 
gitonincholesterid wurden in eine Extraktionshiilse gebracht 
und in dem Apparat von Stock zehn Stunden mit siedendem 
Xylol extrahiert; das Cholesterin geht dann vollstandig in das 
Xylol iiber und la8t sich durch Abdestillieren des Xylols mit 
Wasserdampf leicht rein erhalten, wahrend das Digitonin in 
der Extraktionshiilse ungelést zuriickbleibt.» Bei der Extraktion 


‘) Ber. d. Dtsch. Chem. Ges., Bd. 42, S. 244 (1908). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 110 (1910). 
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ist die Feuchtigkeit sorgfaltig auszuschlieBen; am besten extra- 
hiert man so lange, bis der Riickstand in der Hiilse die Lieber- 
mann-Burchardsche Probe auf Cholesterin nicht mehr zeigt. ') 

Diese Methode, die bei medizinisch-chemischen Arbeiten 
viel benutzt wird, ist indessen, wohl wegen der langen Dauer der 
Xylolextraktion, von den Nahrungsmittelchemikern wenig ange- 
wendet worden; vielmehr haben diese die Aufspaltung des Kom- 
plexes mit Essigsiureanhydrid vorgezogen und hierfiir eine Reihe 
besonderer Methoden ausgearbeitet, die brauchbare Ergebnisse 
zu liefern scheinen.?) Eine Verwendung des Athers, wie ich sie 
vorgeschlagen hatte, um das gebildete Cholesterylacetat heraus- 
zulésen, ist dabei nicht erfolgt; es ist sogar letzthin bezweifelt 
worden, ob der Ather fiir diesen Zweck brauchbar sein kinnte. ®) 

Ich will darum nach meinem Laboratoriumsbuch aus dem 
Jahre 1908 mitteilen, wie ich anfangs, bevor ich bessere Methoden 
kennen gelernt hatte, die Spaltung des Digitonincholesterids 
vorgenommen hatte: 

4 g Digitonincholesterid wurden in 40 ccm heifem Pyridin 
gelést, mit 40 ccm Essigséureanhydrid versetzt und 30 Minuten 
unter Riickflu8 gekocht; dann wurde die Masse langsam in 
320 ccm siedendes Wasser gegossen und iiber Nacht stehen 
gelassen. Am niéchsten Morgen hatte sich am Boden des Kolbens 
eine feste, klebrige Masse abgesetzt, die von der Mutterlauge 
getrennt und dann griindlich mit Ather geschiittelt wurde. Hier- 
bei ging ein gewisser Teil in Loésung, wahrend sich die Haupt- 
menge allmahlich in eine gallertartige Masse verwandelte; diese 
wurde noch mehrmals mit Ather behandelt, die dtherische 
Losung filtriert, verdunstet und der Riickstand aus wenig 
hei8em Alkohol umkrystallisiert. Das in guter Ausbeute er- 
haltene Produkt schmolz bei 114° und war, wie auch der 
Mischschmelzpunkt ergab, reines Cholesterylacetat. 





’) S. auch Klostermann, Zeitschr. f. Unters. Nahrungs- u. Genuf- 
mittel, Bd. 26, S. 434 (1913) und Bd. 27, S. 715 (1914). 

2) S. die Literaturzusammenstellung bei Prescher, Zeitschr. f. 
Unters. Nahrungs- und Genufmittel, Bd. 33, S. 77 (1917). 

*) Lifschiitz, Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 90 (1918). 











Uber die Preglsche mikroanalytische Bestimmung von Methyl- 
gruppen am Stickstoff. 


Von 
S. Edlbacher. 





Mit einer Abbildung im Text, 





(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1918.) 








Im Laufe einer Untersuchung, iiber welche spater berichtet 
werden soll, habe ich eine Reihe von Erfahrungen iiber die 
mikroanalytische Bestimmung von Methylgruppen am Stickstoff, 
wie sie mein hochverehrter Lehrer F. Pregl in seinem Buche 
iiber die quantitative organische Mikroanalyse') ver6ffentlicht 
hat, gesammelt. Hierbei haben sich bemerkenswerte Gesichts- 
punkte ergeben, die mich zu folgenden Anderungen des Ver- 
fahrens veranlaft haben. 


Prinzip der Methode. 


Der Gedanke, der zuerst von Herzig und Meyer?) zu 
einer analytischen Methode ausgearbeitet wurde, ist der folgende: 

Bekanntlich wird durch die Einwirkung von konzentrierter 
Jodwasserstoffsaure bei hédherer Temperatur auf Alkylimid 
haltige Verbindungen eine Zersetzung in dem Sinne erreicht, 
daf das gesamte Alkyl in Form von Jodalkyl abgespalten wird. 

Dieses wird nun, nachdem es entsprechend gereinigt 
worden ist, in alkoholische Silbernitratlésung geleitet, wo- 
selbst es sich zu Jodsilber und Alkohol umsetzt. Das gebildete 
Silberjodid wird abfiltriert und gewogen und es entspricht so- 
mit je ein Molekiil AgJ einer Alkylgruppe. 





‘) Fritz Pregl, «Die quantitative organische Mikroanalyse». Ber- 
lin, J. Springer, 1917. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 319 (1894); M., Bd. 15, S. 
613 (1894); M., Bd. 16, S. 599 (1895); M., Bd. 18, S. 379 (1897). 
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Das Verfahren von Pregl und Lieb. 


Die Ubertragung dieses Prinzips auf das mikroanalytische 
Gebiet durch Preg! und Lieb bedeutete einen grofen Fortschritt. 

Die beiden Autoren bedienten sich eines kompendidsen 
Apparatchens, das es gestattet, mit einer Menge von 3—5 
Milligramm Substanz zum Resultate zu gelangen. 

In einem K6élbchen von etwa 3 ccm Inhalt, das zwei 
Ansatzréhrchen besitzt, wird die Substanz mit ca. 1,5 ccm 
Jodwasserstoffsiure vom Volumgewichte 1,7 und etwas Jod- 
ammonium (etwa die 20fache Menge der angewandten Substanz) 
erhitzt. Dieses Erhitzen geschieht nicht, wie es Herzig und 
Meyer vornahmen, durch ein Bad von Eisenfeile, sondern 
durch ein Vaselinbad. Das gebildete Jodalkyl steigt nun durch 
ein Ansatzrohr empor, passiert zunichst zwei kugelige Er- 
weiterungen, die zur Aufnahme des abdestillierten Jodwasser- 
stoffes dienen, gelangt dann in ein kleines Waschgefaf mit 
einer Suspension von rotem Phosphor in Wasser und wird 
schlieBlich durch ein absteigendes Einleitungsrohr in eine 4°/oige 
alkoholische Silbernitratldsung geleitet, die sich in einem 
Reagierglas mit kugelformiger Erweiterung befindet. 

Hier scheidet sich zunichst eine Halogensilberdoppelver- 
bindung aus. Nach beendigtem Erhitzen wird diese durch 
Zusatz von 5—10 Tropfen konz. Salpetersiure und kurzes 
Aufkochen zersetzt und das gebildete Jodsilber nach der ele- 
ganten Preglschen Saugmethode in ein Filterréhrchen gebracht; 
dieses bei 125° getrocknet und gewogen. 


Schwierigkeiten dieses Verfahrens. 


Sei es, daf es durch den gegenwirtigen Kriegszustand 
nicht méglich ist, vollkommen einwandfreies Glas zur Her- 
stellung des Apparates zu verwenden, sei es, daf die im hie- 
sigen Institute beniitzten Apparate nicht der bewihrten Meister- 
hand Pregls entstammten, kurz, es gelang nicht, das Erhitzungs- 
kélbchen vor dem Zerspringen zu bewahren. Nach einer 
Privatmitteilung Pregls kommt es wesentlich auf die Neigung 
des angesetzten Destillationsréhrchens an, aber auch das sorg- 
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faltigste Einhalten dieser Vorschrift schiitzt nicht vor dem 
Zerspringen, welches meistens schon im Laufe der ersten 
Destillation eintrat und zwar an der Stelle, wo das Roéhrchen 
an dem Kolben angesetzt ist. 

Wie weiter unten ausfiihrlich beschrieben werden soll, 
gelang es, dieser Schwierigkeit dadurch Herr zu werden, dafB 
das Erhitzen nun in einem Quarzkélbchen vorgenommen 
wird, das durch einen Schliff mit dem folgenden Teil des Appa- 
rates verbunden ist. 

Bei Anwendung dieses QuarzgefaéBes wird die Verwendung 
des Vaselinbades tiberfliissig. Das K6lbchen wird nunmehr in 
einem Sandbade erhitzt, welches ein weit angenehmeres 
Arbeiten gestattet, da das tiberhitzte Vaselin bei Temperaturen 
um 300° C. duBerst starke Dimpfe entwickelt. 

Das gebildete Jodalkyl wird nun, nach der bisherigen 
Vorschrift, durch den CO,-Strom, der durch den Apparat streicht, 
durch das Waschgefifi geleitet. In diesem befand sich eine 
Emulsion von rotem Phosphor in Wasser. Dieser Phosphor 
hat offenbar den Zweck, mitgerissenes Jod zuriickzuhalten. Er 
mute nach Preg! einem sorgfaltigen ReinigungsprozeB unter- 
worfen werden. Aber auch die genaueste Befolgung aller 
VorsichtsmaBregeln konnte in der AgNO,-Lésung die Bildung 
von schwarzen Niederschlagen, die irrtiimlicherweise auf Ent- 
stehung einer Jod-Phosphor-Verbindung zurtickgefiihrt wurden, 
nicht verhindern. Immer wieder traten bei Blindversuchen 
erhebliche Mengen dieser schwarzen Verbindung auf, begleitet 
von weifen und gelben Niederschlégen, die unter Umstinden 
Mengen von 1—2 Milligramm erreichten. Begreiflicherweise 
wurde dadurch die Brauchbarkeit der ganzen Methode in Frage 
gestellt. 

Ganz anders wird aber das Bild, wenn man in das Wasch- 
gefaB eine Lésung von Kadmiumsulfat, wie es bei der 
Analyse schwefelhaltiger Verbindungen ja Bedingung ist, an 
Stelle der waésserigen Phosphorsuspension vorschaltet. 

Es tritt dann sofort nach beginnendem Sieden des Jod- 
wasserstoffes in der Waschfliissigkeit ein gelber Niederschlag 
auf, der sich als Kadmiumsulfid erweist, und in der vor- 
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geschalteten Silberlésung bildet sich nunmehr kein schwarzer, 
sondern nur mehr ein weifer bis gelber Niederschlag. 

Es enthalt also die kaufliche Jodwasserstoffsiure (E. Merck, 
Darmstadt), die zu diesen Versuchen diente, relativ grofe 
Mengen von Schwefelwasserstoff, welche die Bildung 
von Schwefelsilber veranlassen. 

Verwendet man an Stelle der reinen Kadmiumsulfatlésung 
eine Suspension von rotem Phosphor in Kadmiumsulfatlésung, 
so andert sich an dem Bilde nicht das geringste. 

Es bleibt bei den Blindversuchen bei der Bildung von 
weiBen und gelben Niederschlaégen in der Silberlésung, welche 
in so betrachtlichen Mengen entstehen, dafi dadurch Fehler 
bis zu 1—3 Prozenten verursacht werden kénnen. Auch die 
Anwendung grofierer Mengen von Phosphor kann diese Er- 
scheinung nicht verhindern. Sie findet darin ihre Erkliarung, 
dafB eine einfache Waschvorlage nicht geniigt, um allen 
entweichenden Jodwasserstoff zuriickzuhalten. Verwendet man 
einen Apparat, der zwei hintereinander befindliche Wasch- 
gefaBe besitzt, die beide mit einer 5°/oigen Kadmiumsulfatlésung 
beschickt sind, so gelingt es im Blindversuche auch bei stunden- 
lang wiederholtem Abdestillieren der Jodwasserstoffsiure ohne 
jede Anwendung von Phosphor, die Bildung eines Nieder- 
schlages in der Silberlésung hintanzuhalten. 

Fiihrt man nun unter Beobachtung dieser neu gewonnenen 
Gesichtspunkte eine Bestimmung aus, so erhilt man immer 
1—2 Prozente zu wenig Alkyl. Dies ist nach dem oben Ge- 
sagten leicht verstindlich: Pregl und Lieb wandten bei ihren 
Versuchen Jodwasserstoff vom Volumgewichte 1,7 an, und 
wenn es trotzdem gelingt, mit ihrem Verfahren richtige Werte 
zu erhalten, so kann das nur auf einer Kompensation durch 
den unabsorbiert durchgehenden HJ, bezw. durch Bildung von 
Jodcyan, wie Roser und Howard annehmen, beruhen.') 

Schaltet man aber diese Faktoren aus, so bleibt, wie 
ich durch eine lange Reihe von Versuchen gefunden habe, die 
Menge des erhaltenen Alkyls etwa 1—2°/o hinter der theo- 
retisch zu erwartenden zuriick. 





*) Roseru. Howard, Ber. d. dtsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 1596 (1896). 
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Erst durch Anwendung von konzentrierter Jodwasser- 
stoffsaure vom Volumgewichte 1,95 erhalt man richtige 
Werte und die neue Form des Apparates mit doppelter Wasch- 
vorrichtung ergibt auch im blinden Versuche bei Anwendung 
dieser Saure keine Abscheidung von Niederschligen, die das 
Ergebnis der Analyse erhéhen wiirden. 

Das Zersetzen und Absaugen des erhaltenen Nieder- 
schlages geschieht dann endlich genau nach der Preglschen 
Vorschrift. 

Das neue Verfahren unterscheidet sich demnach von der 
Pregl- und Liebschen Form in folgendem: 

1. Das Erhitzen wird nicht im Vaselinbad, sondern im 
Sandbade vorgenommen. 

2. Das Erhitzungsgefaéf® besteht nicht aus Glas, sondern 
aus Quarz und ist durch einen Schliff und zwei Federklemmen 
mit dem folgenden Teile des Apparates verbunden. 

3. Die Gegenwart von Phosphor ist tiberfliissig und dieser 
vermag auch nicht, Abscheidungen von weifer bis gelber Farbe 
in der vorgeschalteten Silbernitratl6sung zu verhindern. 

4, Es ist unbedingt notwendig, die Jodwasserstoffsdure 
auf ihren Schwefelwasserstoffgehalt zu priifen. Enthalt sie 
diesen, so mu in die beiden Waschvorrichtungen eine 5 °/oige 
Lésung von CdSQ, gefiillt werden. 

5. Diese Jodwasserstoffsiure darf nicht das Vg. 1,7, 
sondern mu mindestens eine Dichte von 1,95 besitzen, da 
sonst die Werte zu niedrig ausfallen. 

6. Das einfache Waschgefa8 geniigt nicht; es miiBten zwei 
Waschvorrichtungen hintereinander geschaltet werden, um bei 
blinden Versuchen keine Zunahme zu zeigen. 

Endlich sei noch auf eine Tatsache hingewiesen, die nicht 
zu vernachlissigen ist: Bereitet man sich selbst aus Jod und 
Phosphor frische Jodwasserstoffsiure, so ist diese fast immer 
mit H,S verunreinigt, was auf den Schwefelgehalt des zur Ver- 
wendung gelangten Phosphors zuriickzufiihren ist. Bei einer 
derartig dargestellten Séure, die vollkommen wasserhell ist, 
geniigen nun die beiden vorgeschalteten WaschgefaBchen nicht, 
um allen beim Erhitzen frei werdenden Schwefelwasserstoff 
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zuriickzuhalten, und es kommt zur Bildung von Silbersulfid. 
Diesem Ubelstande kann man leicht dadurch abhelfen, daB man 
in je 100 ccm der Saure ungefahr 2—3 g Jod auflést, sodab 
sie dunkelbraun gefarbt ist. Dieses Jod verbraucht dann beim 
Erhitzen so viel H,S, da’ nur mehr geringe Mengen von diesem 
iibergehen, die dann durch das Kadmiumsulfat vollkommen 
absorbiert werden. 

Was nun die Ausfiihrung der Methode betrifft, so schlieBt 
sie sich ganz an die von Pregl und Lieb geschilderte Form 
an und es ist das diesbeziigliche im oben zitierten Original- 
werke von Pregl! nachzulesen. 




















Ausfiihrung der Bestimmung. 


Das Abwiagen der Substanz geschieht genau nach Pregls 
Methode: «Ein quadratisches Stiick Stanniol von etwa 16 mm 
Seite wird durch Abschneiden der Ecken in die Form eines 
regelmaBigen Achteckes gebracht und iiber dem Ende eines 
Glasstabes von 5 mm Durchmesser, dessen Kanten abgelaufen 
sind, durch Zusammenrollen zwischen den Fingern und Auf- 
stecken auf das Analysenheft zu einem Napfchen geformt.. » 

In dieses gewogene Hiitchen bringt man mit einer Messer- 
spitze 3—6 mg Substanz und verschlieBt das gewogene Hiit- 
chen durch Zukrempeln mittels zweier Pinzetten. 
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Nun werden zunachst das Quarzkélbchen und der Glas- 
schliff des Apparates mittels etwas Vaselin gedichtet und durch 
die Spiralklemmen fest verbunden. Mit Hilfe einer kleinen Pi- 
pette fiillt man bei horizontal gehaltenem Apparate die beiden 
WaschgefaiBe W, und W, mit 5°/oiger Kadmiumsulfatlésung, 
wobei man Sorge tragt, daB keine Fliissigkeit in das Verbindungs- 
rohr Vr gelangt, da sonst Kadmiumsulfatlésung in die Silber- 
lésung flie8t und zur Bildung von Niederschlag Anlaf gibt. 
W, und W, werden dann durch kleine Korke verschlossen. 

Jetzt wird der Apparat in die Klemme KI gespannt und 
das Kélbchen K mit anlehnendem Thermometer Th in den 
Tiegel Tg getaucht, dieser mit Sand gefiillt und tiber denselben 
eine Asbestplatte Pl gelegt, die einen Ausschnitt besitzt, sodaB 
sie bequem von der Seite tiber den Tiegel geschoben werden 
kann. 

Das Einleitungsrohr E hat man schon vorher mit Schwefel- 
chromsaure sorgfiiltigst gereinigt. 

Man Jaé®t es nun in das bauchige Reagierglas tauchen, 
welches mit 4°/oiger alkoholischer Silbernitratlésung gefiillt ist. 

In das Kélbchen (K) bringt man nun: 

2—3 Messerspitzen Ammoniumjodid, 2—3 Tonsplitterchen 
und ein Stiickchen Platindraht und endlich 1,5 cem der be- 
schriebenen Jodwasserstoffsiure (Vg. 1,95). Nun wirft man 
durch das Ansatzréhrchen A die Pille mit der Substanz in das 
K6élbchen, setzt das VerschluBrohr Ei hinein und verbindet A 
mit dem CO,-Entwicklungsapparat, dessen Strom man mittels 
eines Schraubenquetschhahnes so regelt, dafi nur immer eine 
Blase in der Ag-Lésung aufsteigt. 

Unter den Tiegel setzt man nun einen Bunsenbrenner 
mit voller Flamme. Sobald nach einigen Minuten das Thermo- 
meter 40° zeigt, entfernt man den Brenner ginzlich und die 
Temperatur steigt nun von selbst innerhalb einiger Minuten 
auf 100—110°. Erst wenn diese Temperatur erreicht ist, setzt 
man mit ganz kleinem Flammchen das Erhitzen fort, indem 
man die Temperatur innerhalb der folgenden 30 Minuten nur 
bis 160° steigen 1aBt. In dieser Sphiare geht alles am Sauer- 
stoff gebundene Alkyl tiber. 
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Nun wird eventuell die Vorlage gewechselt und man 
vergroBert das Flammchen allmihlich, bis das Thermometer 
200° zeigt; im Laufe von etwa 20 Minuten destilliert nun aller 
Jodwasserstoff in die Vorlage V. Erst wenn dieser Zeitpunkt 
eingetreten ist, steigert man die Temperatur, wobei man bei 
manchen Verbindungen bis zu 350° steigen muf, um gute 
Resultate zu erhalten. Die Abspaltung des Alkyls am Stick- 
stoff geht meistens auferst langsam vor sich und man muB 
die hohe Temperatur mindestens 45 Minuten beibehalten. Nach 
dieser Zeit senkt man das Reagenzglas Rg, liftet den Kork 
iiber dem Einleitungsrohr und spiilt abwechselnd mit Alkohol 
und Wasser das anhaftende Jodsilber in das Glas hinunter. 

Sobald die Temperatur unter 120° gesunken ist, liiftet 
man den Schlauch, der A mit dem Kohlensdureapparat ver- 
bindet, und saugt vorsichtig die Jodwasserstoffsiure von V nach 
K zuriick, Dann setzt man neue Silberlésung vor und das 
Erhitzen beginnt von neuem, wobei sich meistens noch be- 
deutende Mengen Jodsilber abscheiden. 

In den meisten Fallen wird eine zweimalige Destillation 
ausreichen, doch kann als Kriterium fiir die Beendigung der 
Reaktion nur das gelten, dai die Zunahme an Alkyl zwischen 
zwei folgenden Destillationen kleiner als 0,5°/o ist. 

Dieses wiederholte Destillieren bildet einen grofen Nach- 
teil der ganzen Methode, da es nur mit grofem Zeitaufwande 
durchfiihrbar ist. 

Erfreulicherweise gelang es nun, die Reaktion 
der Abspaltung von Alkylgruppen katalytisch zu be- 
schleunigen, da8 sie schon durch dreifig Minuten 
wahrende Destillation zu Ende gefiihrt werden kann 
und zwar unter Beniitzung von Jodwasserstoff vom 
Vg. 1,7. 

Setzt man zu dem Reaktionsgemisch im Quarzkélbchen 
1—2 Tropfen einer mit Salzséiure angesiuerten Lésung von 
Goldchloridzu und hilt die Temperatur nach dem Abdestillieren 
der Jodwasserstoffsiiure ca. 30 Minuten auf einer Temperatur 
von 300—360°, so wird, wie die folgenden Analysen zeigen, 
alles Alkyl mit einer einmaligen Destillation abgespalten. 








schieht genau nach den Originalvorschriften, auf welche ich 





S. Edlbacher, 


Das Abfiltrieren und Wagen des Jodsilbers endlich. ge- 


hier nochmals hinweisen mu, indem ich der Hoffnung Raum 
gebe, dafi diese Untersuchung dazu beitragen wird, die Ver- ! 
breitung des mikroanalytischen Verfahrens nach Pregl zu 
fordern. 


Herrn Professor A. Kossel, in dessen Institut ich diese 


Untersuchungen ausfiihrte, sage ich an dieser Stelle fiir das 


Entgegenkommen, mit dem er meine Arbeiten unterstiitzte, 
meinen besten Dank. 


I. Beleganalysen, ausgefitihrt ohne Zusatz von 
Goldchlorid. 


Methylguanidinnitrat: C,H,N,O, 
5,040 mg: 1. Destillation: 8,05 mg AgJ. , 
2. > 0,50 mg AgJ. 
8,55 = 10,86°/o CH, 
ber. = 11,03°/o CHg. 
Atropin: C,,H,,NO, 
4,525 mg: 1. Destillation: 3,22 mg AgJ. 
2. > 0,70 mg AgJ. 
3,92 = 5,54°/o CH, 
ber. = 5,20°/o CH. 
OCOC,H; 
/ 
Kokainhydrochlorid: HCl N(CH,) . C,H,, 


™, 
COOCH, 


5,210 mg: 3,59 mg AgJ. am Sauerstoff 
gef. — 4,41°/o CH, 
ber. = 4,42°/o CH. 
1. Destillation: 2,31 mg AgJ. 
2. > 0,86 mg AgJ. 
3. > 0,15 mg AgJ. 
am Stickstoff: 3,32 = 4,08°/o CH, 
ber. = 4,42°/o CH,. 
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Theobromin: C,H,(CH,),N,0, 
4,565 mg: 1. Destillation: 11,59 mg AgJ. 
2. > 0,12 mg AgJ. 
11,71 = 16,42°/o CH, 
ber. = 16,68°/o CHg. 


Kreatinin: C,H,N,O 
3,720 mg: 1. Destillation: 5,80 mg AgJ. 
2. > 1,20 mg AgJ. 
3. , 0,95 mg AgJ. 
7,95 = 13,67°/o CH, 
ber. = 13,28 °/o CH. 


Vanillin: C,H,OH.OCH,.CHO 
6,140 mg: 9,40 mg AgJ. 

gef. = 20,23°/o OCH, 

ber. = 20,40°/o OCH,. 


II]. Beleganalysen, ausgefiihrt mit Zusatz von Jodwasser- 
stoff vom Vg. 1,7 und von Goldchlorid. 


Methylguanidinnitrat: C,H,N,O, 
3,270 mg: 5,44 mg AgJ = 10,65°/ CH, 
ber. = 11,03°/o CHsg. 


Atropin: C,,H,,NO, 
4,580 mg: 3,52 mg AgJ = 4,91°/o CH, 
ber. = 5,20°/o CH,. 


Kokainhydrochlorid: HCl.N(CH,).C,H,,.COOC,H;.COOCH, 
3,210 mg: 2,35 mg AgJ = 4,68°/o CH, 
am Sauerstoff 
= 4,60°/o CH, 
am Stickstoff 
fir 1 CH, ber. = 4,42°/o CHs. 
Theobromin: C,H,(CH,),N,0, 
3,830 mg 10,19 mg AgJ = 17,02°/o CH, 
ber. == 16,68 0/9 CH,. 











Uber den Bau der echten Nucleinsdure. 
Von 
R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1918.) 





Der unlingst von mir erbrachte Nachweis,!) daB in der 
echten Nucleinsaure keine Hexose, sondern ein Korper mit einem 
Furankern und echter Aldehydgruppe vorhanden ist, laBt eine 
Ubersicht iiber die zurzeit bestehenden Anschauungen iiber 
die Konstitution der Nucleinséure wiinschenswert erscheinen. 

Ich hatte an jener Stelle ausgefiihrt, dafB die Levenesche 
Konstitutionsformel nicht das Richtige treffen kann, erstens, 
weil nach Levene die Nucleinséure eine sechsbasische Saure 
sein miifte, zweitens, weil die Analysenwerte mit den nach 
Levene berechneten Werten einen Unterschied von mehreren 
Prozenten aufwiesen. 

Wahrend der letztere Umstand hauptsiéchlich auf die 
falsche Annahme einer Hexose und damit eines zu grofen 
Molekiils fiir die Nucleinsaure zuriickzufiihren war, ist die An- 
zahl der sauren Wasserstoffatome, wie weiter unten ausgefiihrt 
werden soll, von der Art der Bindung der Nucleotide unter- 
einander abhingig. 

Zwar ist es auch jetzt noch nicht mdglich, in iblicher 
Weise eine Konstitutionsformel fiir die Nucleinséure zu geben; 
dies hat erst dann Aussicht auf Erfolg, wenn das Kohlenhydrat 
durch Isolierung desselben oder durch Darstellung eines ein- 
deutigen Derivats restlos aufgeklart ist; indessen besteht ein 
grobes Bediirfnis wenigstens nach einer schematischen Aus- 
drucksweise, um so mehr, als in spateren Arbeiten mehrere 
direkte Derivate der Nucleinséiure besprochen werden sollen, 


') Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 241. 
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fiir die eine Ausdrucksmdglichkeit auf dem Papier wiinschens- 
wert ist. 

Zunachst sollen die Daten aufgefiihrt werden, aus denen 
man Schliisse auf den Bau der echten Nucleinsiiure ziehen kann. 

1. Die Anwesenheit der vier Basen Guanin, Adenin, Cyto- 
sin und Thymin, die Anwesenheit von vier Kohlenhydratgruppen 
und vier Phosphoratomen. Diese fiir das Fundament der 
Nucleinséure ausschlaggebenden Tatsachen mochte ich unter 
der Bezeichnung «Steudelsche Vierzahl der Hauptbestandteile 
der Nucleinséure» zusammenfassen. 

2. Die glukosidartige Bindung des Kohlenhydrates mit den 
Basen (Steudel). 

3. Die Molekulargr6éfe des Kohlenhydrates und damit der 
gesamten Nucleinsdure (F eulgen). 

4, Die vierbasische Natur der Nucleinsiure. 

Nach der Formel von Levene miiBte die Nucleinsaure eine 
sechsbasische Saure sein, und zwar miiBten alle sechs Séure- 
gruppen von den Phosphorsdure-Molekiilen geliefert werden. 
Im gewohnlichen neutral reagierenden nucleinsauren Natrium 
ist die Nucleinsiure aber, wie die Analysen der Na-, Cu- und 
Farbsalze zeigen, zweifellos von vierbasischer Natur. Beim 
Studium dieser Frage konnte ich nun allerdings zwei weitere 
Sauregruppen — oder als Séure wirkende Gruppen — nach- 
weisen. Da die Hauptresultate aber erst wihrend der Druck- 
legung dieser Arbeit erzielt wurden, so soll spaiter genau auf 
diese Dinge eingegangen werden. Das Wichtigste muB ich aber 
an dieser Stelle vorwegnehmen: 

a) Die beiden neuen Séuregruppen sind d4uferst schwach, 
schwiacher als die Kohlenséure, ja sogar schwicher als die 
zweite Dissoziationsstufe in derselben und schwicher als z. B. 
das Phenol. Nun sind aber alle Phosphorsdurevalenzen in der 
Nucleinséure sowohl! als auch in den Nucleotiden erfahrungs- 
gemaf so stark, da sie alle bestandige Salze sogar mit der 
schwachen Brucinbase eingehen, wahrend die beiden neuen 
Sauregruppen nicht einmal mit Ammoniak ein Salz bilden. 
Deswegen kénnen die beiden neuen Siuregruppen nicht durch 
die Phosphorsiurevalenzen bedingt sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI. 20 
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b) Eine Dissoziation der beiden au8erst schwachen Saure- 
gruppen nach Salzbildung mit starken Alkalien hat eine voll- 
standige optische Inaktivierung des nucleinsauren Natriums zur 
Folge. Es ist schwer einzusehen, daf eine normale Salzbildung 
an den von Levene angenommenen zwei iiberzahligen Phos- 
phorsdurevalenzen — fern von den asymmetrischen Kohlen- 
stoffatomen — zu solcher Umwilzung im Molekiil fahig ware. 

Aus diesen Griinden ist trotz Auffindung der weiteren zwei 
Sauregruppen anzunehmen, daf die Nucleinséure — sofern die 
Phosphorsdure in Frage kommt — eine vierbasische Saure ist. 

5. Der Aufbau der Nucleinsiuren aus einzelnen Nucleo- 
tiden (Levene), die ahnlich der einfachsten Nucleinsaure, 
nimlich der Guanylsaure, aus einem Molekiil Phosphorsiure, 
einem Molekiil Kohlenhydrat und einer Base bestehen. Ein 
einzelnes Nucleotid ist also zweiwertig bezw. zweibasisch, wie 
aus dem folgenden Schema hervorgeht: 


==Phosphorséiure—Kohlenhydrat—Guanin. 


6. Die von Levene isolierten partiellen Spaltprodukte, 
némlich die Cytosin—Hexose—Diphosphorsaure und die Thymin— 
Hexose—Diphosphorsaure,!) zeigen, daf in den Pyrimidin- 
nucleotiden das Kohlenhydrat mit je zwei Phosphorsaure- 
molekiilen verbunden ist. Setzen wir statt «Hexose» lieber 
den allgemeinen Ausdruck «Kohlenhydrat», und begniigen wir 
uns mit der schematischen Andeutung, so haben die Korper 
die Struktur : 


==Phosphorsaure 
Kohlenhydrat—Cytosin 


—Phosphorsiure” 
=Phosphorsdure, 


—Phosphorsiure” 


7. Die leichte Ablésbarkeit der Purine unter Bildung von 
Thyminséure (Versuch von Kossel), also ohne dafi der Kern 
der Nucleinséiure auseinanderfallt, zeigt, daf die Bindung der 
Purinnucleotide und wahrscheinlich auch der andern nicht durch 
Vermittlung der Basen zustande kommt. 


Kohlenhydrat—Thymin. 


1) Journ. of Biol. Chem., Bd, 12, S. 417. 





FE CODES OAL SIGS NARGIS Lea Rae Rap 


is 
i 





SD MONE A IOAN A igs Cg RSI RAC T REE MES LGR IN AE I are pasetn ener 





Uber den Bau der echten Nucleinsi&ure. 291 


8. Die in der Nucleinséure vorkommenden Phosphoratome 
gehoren Molekiilen von Orthophosphorsaure an. 


Zunichst ergibt sich nun die Frage nach der Reihenfolge 
bezw. Nachbarschaft der einzelnen Nucleotide. Nach Levene 
sind die beiden Pyrimidinnucleotide eng benachbart und ver- 
bunden, und er hat auch im Jahre 1912 die Darstellung 
eines Dinucleotids der beiden Pyrimidinnucleotide in Aussicht 
gestellt.1) Bisher ist der experimentelle Beweis zwar noch 
nicht erbracht, doch scheinen in der Tat die beiden Pyrimidin- 
nucleotide zusammen zu gehoéren, schon aus dem Grunde, weil 
sie am bestindigsten gegen Saurehydrolyse sind und infolge- 
dessen in den hydrolytischen Spaltprodukten (auch in der 
Thyminséure) gleichsam als stabiler Kern erscheinen. 

Die zweibasischen Einzelnuclectide kénnen also gekuppelt 
werden in der Reihenfolge: 

==Phosphorsaure—Kohlenhydrat—Guanin 
==Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Cytosin 


==Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Thymin 
==Phosphorsdure—Kohlenhydrat—Adenin. 


Wie soll man sich nun die Bindung der einzelnen Nucleotide 
denken? Um eine Ubersicht iiber die Bindungsméglichkeiten 
zu gewinnen, will ich folgende Begriffe anwenden: 

1. Die Bindung zwischen zwei Nucleotiden erfolgt zwischen 
zwei korrespondierenden Bestandteilen, also z. B. zwischen 
zwei Kohlenhydratgruppen oder zwischen zwei Phosphorsiure- 
molekiilen. Ich bezeichne diese Art der Bindung mit <korre- 
spondierender Bindung>. 

2. Die Bindung vollzieht sich zwischen verschiedenartigen 
Bestandteilen der Nucleotide, z. B. zwischen der Phosphorsidure 
des einen Nucleotids und dem Kohlenhydrate des anderen 
Nucleotids: «Wechselbindung>. 

3. Die Bindungen der Nucleotide erfolgen zum Teil nach 
1, zum anderen Teile nach 2: «gemischte Bindungen>. 





*) Jourh. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 417. 
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1. Korrespondierende Bindungen. 


a) Unter Beteiligung der Phosphorsduremolekiile. 
Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Guanin 


| 
Phosphorséure—Kohlenhydrat—Cytosin 
Phosphorsdure—Kohlenhydrat—Thymin 


Na—Phosphorséure—Kohlenhydrat—Adenin. 

Die Phosphorsdéuremolekiile seien hier etwa anhydridartig 
verbunden. Diese Struktur, die an sich wegen der langen 
Phosphorsdéurekette schon unwahrscheinlich ist, wird unmd6glich, 
wenn man bedenkt, daf die so dargestellte Nucleinséure nur 
zWeibasisch sein kann, w&ahrend sie in Wirklichkeit vier- 


basisch ist. 
b) Unter Beteiligung der Kohlenhydratgruppen. 


Na 
>Phosphorsiiure —Kohlenhydrat—Guanin 
Na 


N ay 
/ ® hosphorsdure—Kohlenhydrat—Cytosin 
Na 


Na. 
, Phosphorséure—Kohlenhydrat—Thymin 
Na 


N ay 
/* hosphorsdure—Kohlenhydrat—Adenin. 
Na 


Die resultierende Nucleinsaéure mii®te achtbasisch sein; 
deswegen ist auch diese Struktur zu verwerfen. Allgemein 
ergibt sich naturgemaf, da bei Annahme von korrespondie- 
renden Bindungen die Anzahl der freien Sauregruppen sinkt, 
wenn man die Bindungen zwischen je zwei Phosphorsaure- 
molekiilen annimmt, daf sie aber steigt, wenn die Bindungen 
zwischen den Kohlenhydratgruppen angenommen werden. 


2. Wechselbindungen. 


Die von Levene dargestellten Spaltprodukte «Cytosin— 
Hexose—Diphosphorsaure» und « Thymin—Hexose—Diphosphor- 
siure» zeigen, daS in ihnen das Kohlenhydrat mit zwei 
Phosphorsiuremolekiilen verbunden ist, da8 mithin in der 
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Nucleinséure selbst an dieser Stelle Wechselbindungen der 
Pyrimidinnucleotide mit den benachbarten (Purin)Nucleotiden 


vorhanden sein miissen. 


Na—Phosphorséure—Kohlenhydrat—Guanin 
Na ie. 

SPhosphorsiure—Kohlenhydrat—Cytosin 
Na” call 


Na—Phosphorséiure—Kohlenhydrat—Thymin 
od 
Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Adenin. 


Die vollkommene Durchfiihrung der Wechselbindungen 
bei allen Nucleotiden, nach obigem Schema, ergibt aber einen 
Uberschu& von einer Phosphorsiurevalenz. Die so dargestellte 
Nucleinsaéure miifte also fiinfbasisch sein. Diese Formel ist 
mithin nicht wahrscheinlich, zumal das eigenartige Verhalten 
der beiden Pyrimidinnucleotide, sich leicht von einander zu 
trennen, auf das Levene aufmerksam gemacht hat, in dieser 
Formel nicht geniigend begriindet erscheint. 


3. Gemischte Bindungen. 


Die Formel von Levene. 


Ubertragt man die von mir geiibte Ausdrucksweise auf 
die Formel von Levene, so muf man sie folgendermafen 


darstellen : 
Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Guanin 
ie 


N a 
Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Cytosin 


Na 

N ay 
Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Thymin 

Na% — 


Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat —Adenin. 


In dieser Leveneschen Formel ist zwar durch die An- 
nahme von zwei Wechselbindungen das Entstehen der genannten 
Spaltprodukte (Cytosin—Hexose—Diphosphorsiure, Thymin— 
Hexose—Diphosphorsiure), die ja zwei Phosphorsaduremolekiile 
im Nucleotid enthalten, geniigend erklart, auch tragt sie der 
leichten Trennbarkeit der Pyrimidinnucleotide von einander 
durch die Annahme einer korrespondierenden Bindung zwischen 
den Pyrimidinkohlenhydraten Rechnung; jedoch durch die An- 
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nahme einer korrespondierenden Bindung zwischen den Kohlen- 
hydraten wird, wie auseinandergesetzt, die Anzahl der ver- 
tretbaren Wasserstoffatome vermehrt, sodaB die Levenesche 
Formel in der Tat eine durch die Phosphorséure bedingte 
sechsbasische Natur der Nucleinséure annehmen mu8. Da die 
Nucleinsaéure aber vierbasisch ist, so kann diese Fassung der 
Formel nicht richtig sein. 

Diese Schwierigkeit verschwindet aber, wenn man eine 
korrespondierende Bindung zwischen den Phosphorsdaure- 
molekiilen der Pyrimidinnucleotide annimmt, wie es in dem 
folgenden Schema zum Ausdruck gebracht wird: 


Na—Phosphorséure —Kohlenhydrat—Guanin 


oo 
Na—Phosphorsaure —Kohlenhydrat—Cytosin 
| 
Na—Phosphorséure—Kohlenhydrat—Thymin 


Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Adenin. 


Durch eine anhydridartige Bindung der Phosphorséure- 
molekiile der beiden Pyrimidinnucleotide wird zugleich die 
verhaltnismaBig leichte Trennbarkeit dieser Nucleotide erklart. 

Auch sonst wird diese Formel allen Erscheinungen der 
Nucleinsaéure gerecht, sie steht vollkommen mit den eingangs 
aufgefiihrten Voraussetzungen in Einklang und entspricht auch 
der friiher entwickelten Molekulargré8e, sowie der angegebenen 
empirischen Formel. Ich halte diese Formel vorlaufig fiir die 
wahrscheinlichste. 

Nun hat aber Levene ein Dinucleotid der Pyrimidin- 
nucleotide in Aussicht gestellt, das man folgendermafen dar- 
stellen miibte: 


»Phosphorstiure—Kohlenhydrat—Cytosin 


»>Phosphorsiiure—Kohlenhydrat—Thymin, 


Da dieses Dinucleotid vierbasisch sein soll, so mu8 man 
mit Levene eine korrespondierende Bindung zwischen den 
Kohlenhydraten annehmen. Gerade dieser Koérper wire also 
fiir die Konstitution der Nucleinséure von gréfter Bedeutung 
und wiirde mit meiner Anschauung einer korrespondierenden 
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Bindung zwischen den Phosphorsauremolekiilen in Widerspruch 
stehen. Da aber Levene bisher den experimentellen Nachweis 
des 1912 angedeuteten Korpers noch nicht erbracht hat, so 
halte ich vorderhand eine Bindung zwischen den Phosphor- 
siuremolekiilen fiir die wahrscheinlichere, weil sich nur so 
die vierbasische Natur der gesamten Nucleinsiure einfach 
erklaren l4Bt. Ich werde aber meine Ansicht dindern miissen, 
wenn der experimentelle Nachweis jenes vierbasischen Dinu- 
cleotids wirklich erbracht wird. 

Endlich kénnte man einen Ausgleich zwischen der 
Leveneschen und meiner Anschauung finden in der Art, daB 
man zwischen den Pyrimidinnucleotiden eine zweifache Bindung 
annimmt, die zu einer ringformigen Struktur fiihren wiirde. 
Danach wiirde das nucleinsaure Natrium folgendermafen aus- 


sehen: 


Na—Phosphorsdure—Kohlenhydrat—Guanin 


a 
Na—-Phosphorsaure—Kohlenhydrat—Cytosin 


| 
Na—Phosphorsaiure—Kohlenhydrat— Thymin 
ee 
Na—Phosphorséure—Kohlenhydrat—Adenin. 


Bei einer teilweisen Spaltung wiirden dann die Purin- 
nucleotide vollstandig abgespalten, der Ring der Pyrimidin- 
nucleotide aber bei der Phosphorséure aufgespalten werden 
und es muBte dann das Levenesche vierbasische Dinucleotid 
entstehen. 

Diese Darstellungsweise wiirde also erstens die vier- 
basische Natur der Nucleinsdure und zweitens die vierbasische 
Natur des durch Spaltung erhaltenen Dinucleotids erkliren. 

Doch, wie gesagt, miiBte die Existenz des vierbasi- 
schen Dinucleotids erst erwiesen werden. 





















Darstellung und Eigenschaften der Thyminsdure. 


Von 


R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1918.) 








Es sind bis jetzt zwei Korper angegeben worden, die 
durch milde Hydrolyse unter Abspaltung von Purinen aus der 
echten Nucleinséure entstehen: Die Nucleothyminsaéure!) und 
die Thyminséure.?) Der Entstehung der ersteren liegt folgender 
Gedankengang zugrunde: 

Die freie a-Nucleinsaure ist in kaltem und mabig warmem 
Wasser sehr schwer loslich; erst bei Siedetemperatur lést sie 
sich unter volliger Abspaltung aller Purinbasen. (Versuch 
von Kossel.) Dieser Vorgang stellt eine schwach saure Hydro- 
lyse dar, eingeleitet durch die schwach saure Reaktion der 
wenn auch nur in geringen Mengen gelésten Nucleinsdure, 
fortgesetzt und beendet durch die Aciditét der sich bildenden 
leicht léslichen Thyminséure. Aber es sind, wie gesagt, zu 
diesem Vorgange Temperaturen noétig, die nahe dem Siede- 
punkte liegen, und wahrscheinlich in dem Bestreben, eine noch 
mildere Hydrolyse anwenden zu kénnen und so zu einem an- 
deren KOorper zu gelangen, hat Neumann die freie b-Nuclein- 
sdiure einem ihnlichen Proze8 unterworfen. Die freie b-Nuclein- 
siure soll naimlich viel leichter in Wasser unter Zersetzung 
léslich sein, und so konnte Neumann durch Anwendung einer 
Temperatur von nur 50° einen Korper aus der b-Nucleinsdure 
erhalten, ahnlich wie die Thyminsiure bei 100° aus der 
a-Nucleinsdure entsteht. Er bezeichnete diesen Korper mit 





') A. Neumann, Arch. f. Physiol. Supplementband 1899, S. 552. 
*) A. Kossel und A. Neumann, Diese Zeitschr., Bd. 22, S. 74 


(1896). 








Darstellung und Eigenschaften der Thyminsd&ure. 297 


Nucleothyminsaure, aus welchem Worte schon hervorgeht, 
daB er sie als zwischen Nucleinséure und Thyminsaure stehend 
ansah. In der Tat enthielt die Nucleothyminsiure nach den 
Untersuchungen Neumanns stets noch einen Teil der Purin- 
basen; indessen erwahnt er selbst die inkonstante Zusammen- 
setzung seiner Praparate. Spater ist die Nucleothyminsiure 
niemals mehr Gegenstand einer Untersuchung gewesen. 

Die Existenz einer Zwischenstufe zwischen Nucleinsdure 
und Thyminséure ware immerhin mdglich; theoretisch kénnte 
z. B. ein K6rper existieren, der nur eine einzige der beiden 
Purinbasen enthielte, und eine mdéglichst schonende Hydrolyse 
der Nucleinsaéure miifite zu ihrer Gewinnung fiihren, voraus- 
gesetzt, daB die eine der beiden Purinbasen leichter abzuspalten 
ist als die andere. Da aber die mildeste Hydrolyse der a-Nuclein- 
sdure, weil sie bei 100° erfolgen mu, gleich zur Abspaltung 
der beiden Purinbasen unter Bildung der Thyminsdure fihrt, 
so kame fiir den vorschwebenden Zweck nach dem Vorgange 
von Neumann als Ausgangsmaterial nur die b-Nucleinsdéure 
in Frage. 

Es mu8te also zunachst die b-Nucleinséiure untersucht 
werden. Uber die Resultate dieser Untersuchungen habe ich 
bereits friiher berichtet.1) Es hat sich dabei gezeigt, daB das 
nach der bisher iiblichen Methode durch 2stiindiges Kochen 
von a-nucleinsaurem Natrium mit verdiinnter Natronlauge er- 
haltene Natriumsalz der b-Nucleinsaéure schon ein weitgehendes. 
Zersetzungsprodukt der a-Nucleinséure darstellt. Dies konnte 
man aus den Analysenzahlen ersehen, indem bei einem so 
dargestellten Praparate das Verhiltnis N:P nicht, wie nach 
unseren heutigen Kenntnissen der echten Nucleinsdéure gefordert 
werden muf8, 1,70, sondern erheblich kleiner, etwa 1,5—1,6, 
nach Praparaten Kostyschews sogar 1,2 ist. Daraus geht aber 
hervor, daB ein Angriff auf die stickstoffhaltigen Bestandteile der 
Nucleinsaure stattgefunden haben muB. Dieser zu kleine Quotient 
N : P fallt noch erheblich mehr ins Gewicht, wenn man bedenkt, 
da8 auferdem auch Phosphorséure (nach 4 Stunden schon 





') R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 165 (1914). 
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25°/o des Gesamt-P-Gehaltes) abgespalten war, sodaf die wahre 
Zersetzung der Nucleinséure eine viel einschneidendere ist, 
als aus dem Quotienten hervorgeht. Derartige Préparate sind 
auch — infolge alkalischer Zersetzung des Kohlenhydrates — 
in Lésung stark braun gefairbt. Da nun die Abspaltung der 
Phosphorsdure durch Alkaliwirkung keineswegs zu irgend einem 
Abschlu8 kommt, vielmehr sich ganz kontinuierlich bei langerer 
Einwirkung der Natronlauge fortsetzt!) und da ferner der 
iiblichen Alkoholfallung keine trennende Wirkung auf zersetzte 
und unzersetzte Nucleinséiure zukommt, so haben wir in der 
nach jenem Verfahren dargestellten b-Nucleinséure ein nicht 
einheitliches Zersetzungsprodukt vor uns. Die freie Saure 
eines solchen Priparates lést sich allerdings schon bei etwa 
50° unter weiterer Zersetzung auf, aber das Produkt dieser 
Hydrolyse ist — zumal wieder die Alkoholfallung in Anwendung 
kommt, ebensowenig ein einheitlicher Kérper wie das Ausgangs- 
material — die b-Nucleinséure. Dies erkennt man auch daran, 
dai} trotz wiederholtem Auflésen und Wiederausfallen jedesmal 
eine schwerlosliche schleimige Substanz zuriickblieb, und zwar 
um so mehr, je konzentrierter die Lésung gemacht wurde. Die 
zahlreichen Analysen ergaben ganz verschiedenartige Werte, be- 
sonders, wenn bei der Darstellung der b-Nucleinsiure die Dauer 
der Natronlaugewirkung variiert wurde, sodaf ich auf eine 
Wiedergabe der Zahlen verzichten kann. 

Anders liegen die Verhialtnisse bei der Thyminsdaure. 
Zu ihrer Darstellung ging man nicht nur von einem einheitlichen 
und verhaltnismaBbig gut definierten Ausgangsmateriale — naém- 
lich der a-Nucleinsiure — aus, sondern der Prozef8 der Ab- 
spaltung aller Purine verlauft auch quantitativ, soda’ die 
Thyminsiaure als einheitlicher K6rper anzusprechen ist. 

Sie wurde schon im Jahre 1896 von Kossel und Neu- 
mann?) dargestellt, also schon zu einer Zeit, in der unsere 
Kenntnisse von der echten Nucleinsaéure noch sehr im Dunkeln 
lagen. Die Thyminsaure ist aber noch nicht in wiinschens- 


') R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 167 (1914). 
*) A. Kossel und A. Neumann, Diese Zeitschr., Bd. 22, S. 74 


(1896). 
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werter Reinheit dargestellt worden, und es haben sich eine 
ganze Reihe von Eigentiimlichkeiten ergeben, die noch nicht 
beschrieben worden sind. 

Die ersten Darsteller waren der Ansicht, daB auch das 
Cytosin aus dem Verbande der Nucleinsaure ausgetreten, und 
daB nur noch das Thymin vorhanden ware, aus welchem 
Grunde sie den Korper «Thyminsaure» nannten. Daf dies aber 
nicht der Fall war, kann man nachtraglich (da jetzt im Groben 
der Bau der Nucleinsaure feststeht) aus den Analysenzahlen 
jener ersten Priparate schlieBen. Da nadmlich Phosphorséure 
bei der Hydrolyse nicht abgespalten war, so miifte, wenn nur 
noch das Thymin in dem Reste vorhanden gewesen wire, das 
Verhaltnis N: P = 0,226 betragen; in Wirklichkeit betrug 
er aber 0,63, das ist aber der Wert, der verlangt wird (0,56), 
wenn neben Thymin auch noch Cytosin vorhanden ist. Ubrigens 
beweisen die Versuche Levenes!) tiber seine partiellen Spalt- 
produkte, dafi das Cytosin selbst nach zweistiindigem Kochen 
mit 2°/oiger Schwefelséure im wesentlichen noch gebunden 
ist, und H. Steudel und Brig]?) zeigten, da nach mehrtagiger 
kalter Hydrolyse der Nucleinséure mit 50°/oiger Salpetersiure 
die Purinbasen zwar ausgetreten, das Thymin und Uracil 
(sekundir entstanden) aber noch gebunden vorhanden waren. 

Der Theorie nach miiBten nach Abspaltung der beiden 
Purine zwei reduzierende Gruppen des Kohlenhydrats frei- 
geworden sein, und wenn es bis jetzt noch nicht gelungen 
war, in der isolierten Substanz die reduzierenden Eigenschaften 
nachzuweisen, so lag dies an der leichten Zersetzlichkeit jener 
Kohlenhydratgruppen. 

Von besonderem Interesse muBte die Thyminsaure sein, 
nachdem die freigewordenen reduzierenden Gruppen als echte 
Aldehydgruppen erkannt, und das Kohlenhydrat selbst nicht 
als Hexose, sondern als ein Derivat des Furans, und wahr- 
scheinlich ein Vertreter der Gruppe des Glukals angesprochen 
worden war.®) Alle darauf hindeutenden bereits friiher ver- 





") Levene und Jacobs, Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 417. 
*) H. Steudel und P. Brigl, Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 398. 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 241 (1917). 
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Offentlichten Reaktionen der durch milde Hydrolyse aufge- 
schlossenen Nucleinséure (Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Sdure, griine Fichtenspahnreaktion, leichte Verharzbarkeit) 
muften namlich der entstandenen Thyminsaure eigentiimlich 
sein. Die Thyminséure selbst aber mufte infolge ihrer freien 
Aldehydgruppen ein sehr reaktionsfahiger KOrper sein, von dem 
zahlreiche Derivate zu erwarten waren. Endlich war das 
thyminsaure Baryum deswegen wichtig, weil die Analysenzahlen 
dieses K6érpers, der durch einen quantitativen Vorgang ohne 
st6rende Nebenreaktionen direkt aus der Nucleinsaure erhalten 
werden konnte, einen weiteren Beweis fiir die MolekulargroBe der 
Nucleinséure, und damit auch des Kohlenhydrats liefern muBten. 

Entsprechend den in einer friiheren Arbeit als wahr- 
scheinlich angegebenen MolekulargréBe der Nucleinsdéure und 
gemaf ihrer in der vorhergehenden Arbeit entwickelten schema- 
tischen Struktur, mu der Bau des thyminsauren Baryums 
folgendermaBen angenommen werden: 


y, Phosphorsiure—Kohlenhydrat 
Ba ~ i, 
Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Cytosin 


| 
/* hosphorsiure—Kohlenhydrat— Thymin 
Ba — 
‘Phosphorsaure—Kohlenhydrat 


Hierin ist als Molekulargr6éfe des Kohlenhydrates C,H,,0, 
zu setzen. 

Das erste Erfordernis fiir die Darstellung der Thyminsdure 
ist die Anwendung von vdllig einwandfreiem nucleinsauren 
Natrium. Ist dieses aus irgend einem Grunde etwas zersetzt, 
meist infolge zu langer Alkaliwirkung bei der Darstellung, so 
dokumentiert sich dies bei der Nucleinsdure, abgesehen von dem 
niedrigeren Gallertschmelzpunkte, in einem zu kleinen Quotient 
fiir N:P.1) Aus diesem Grunde konnten auch aus Nuclein- 
siiure, die aus Heringssperma nach der Neumannschen Me- 
thode gewonnen war, keine befriedigenden Praparate dargestellt 
werden, weil nach H. Steudel hierbei eine erheblich langere 
Alkaliwirkung notwendig ist als bei der Nucleinsaure aus Kalbs- 





') R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 166. 
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thymus. Die Merkmale einer zersetzten Nucleinsiure tiber- 
tragen sich mit Sicherheit auf die aus ihr dargestellte Thymin- 
saure; denn zu ihrer Isolierung kommt die Alkoholfillung in 
Anwendung und wir haben bis jetzt kein Mittel, reine Thymin- 
siure von teilweise zersetzter Thyminsdure zu trennen. Hieraus 
folgt aber weiter, daB der Proze& der Purinbasenabspaltung so 
zu leiten ist, dafi er unbedingt quantitativ verliuft. Ist der 
Eingriff nicht energisch genug, so bekommt man ein zu hohes 
N : P, weil noch Purinbasen zugegen sind; ist er aber zu heftig 
gewesen, so verharzen die halbfreien Kohlenhydratgruppen. 

Vor allem aber muf eine Bedingung erfiillt werden, auf 
die schon Kossel und Neumann aufmerksam gemacht haben: 
Es darf bei der Hydrolyse keine Phosphorsiure abgespalten 
werden. 

Nur wenn alle diese Voraussetzungen erreicht werden 
kénnen, kann man von der Thyminsaure als von einem ein- 
heitlichen K6rper sprechen. Um die Mdglichkeiten eingehend 
zu priifen, wurde die Nucleinséure in zahlreichen Versuchen 
einer sauren Hydrolyse von wechselnder Stirke unterworfen. 
Hierbei zeigte sich, da8 nach volliger Abspaltung der Purin- 
basen eine breite Zone durchlaufen wird, in der keine Phosphor- 
sdure abgespalten wurde, und keine Verharzung des Kohlen- 
hydrates eintrat; mithin war die Darstellung eines einheitlichen 
KOrpers unter geeigneten Bedingungen méglich. In dieser 
Zone war das Verhiltnis N:P in den erzielten Praparaten 
wie berechnet immer etwa 0,56 gegen 1,7 bei der Nucleinsiure. 
Da die Nucleinséure 15 Atome Stickstoff enthialt, die Thymin- 
sdure aber nur deren 5, so sind bei der Analyse vor allem die 
Stickstoffwerte auBerordentlich charakteristisch (bei nuclein- 
saurem Natrium 15,12°/o, bei thyminsaurem Baryum nur 5,3°/o). 

In grofen Ziigen ist die Darstellung der Thyminséure 
folgendermafen: Aus einer Lésung von nucleinsaurem Natrium 
wird durch einen kleinen Uberschu8 von Schwefelsiure die 
Nucleinséure frei gemacht und die Hydrolyse bei 80° in 40 
Minuten zu Ende gefiihrt. Die Purinbasen werden gegen Schluf 
durch Hinzufiigen von festem Silbersulfat beseitigt. Aus dem 
Filtrate wird das Silber mit Baryumchlorid und die Schwefel- 
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siure mit Baryumacetat entfernt. Aus letzterem bildet sich 
das Baryumsalz der Thyminsdure, weil diese eine starkere 
Saure als Essigsaure ist. Barytwasser ist wegen der grofen 
Empfindlichkeit des Kohlenhydrates gegen Alkalien nicht geeignet. 
Das Filtrat wird mit Alkohol gefallt. Da das Natriumsalz der 
Thyminsadure mit Alkohol nicht fallbar ist, so bildet sich auch 
in Gegenwart von Natriumsalzen stets das Baryumsalz; es 
ist also nicht n6tig, von freier Nucleinsdure auszugehen, im 
Gegenteil ist ihre Anwendung schon wegen ihrer leichten Zer- 
setzlichkeit nicht zu empfehlen. 

Im einzelnen verfahre ich folgendermafen: 

In einem Literkolben fiigt man zu 600 ccm luftfreiem 
Wasser unter gutem Umschiitteln 20 g absolutes (von luft- 
trocknem entsprechend mehr) a-nucleinsaures Natrium so, da8 
nichts am Halse hangen bleibt, und lést es auf dem Wasser- 
bade. Dann bringt man die Temperatur der Lésung auf 80°, 
fiigt 50 cem 2-n-Schwefelséure von 80° hinzu und versenkt 
den Kolben nach Umschwenken sofort in ein vorbereitetes 
Wasserbad von 80°. Man laft die ersten 10 Minuten ruhig 
im Wasserbade stehen, schiittelt aber dann einige Male um, 
wobei im Laufe einer Viertelstunde vollige Lésung eintritt. 
Nach Ablauf von einer halben Stunde, vom Einbringen der 
Schwefelsadure an gerechnet, fiigt man 7 g sehr fein pulverisiertes 
Silbersulfat hinzu und schiittelt wahrend der nachsten 10 Mi- 
nuten etwa alle Minuten kraftig um. Nach diesen 10 Minuten 
ist die Fallung der Purine beendet, was man daran erkennt, 
da8 der Niederschlag sich rasch absetzt, und eine klare Fliissig- 
keit dariiber steht. Innerhalb von 40 Minuten muB8 also der 
ProzefB beendet sein. Die Fliissigkeit wird dann sofort unter 
der Wasserleitung abgekiihlt und dann noch unter Umschiitteln 
eine Viertelstunde in Eiswasser gekiihlt, um die Silberpurine 
sowie auch den groften Teil des in der Warme gelésten Silber- 
sulfats vollends abzuscheiden. Man saugt jetzt tiber einem 
geharteten Filter ab und wiascht die Silberpurine mit etwa 
20 ccm Wasser nach. Die Filtration verléuft sehr rasch. 

In den vereinigten Filtraten kann man nun folgende Reak- 
tionen vornehmen: Auf Zusatz von etwas kalt gesiattigter 
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Silbersulfatl6sung darf kein Niederschlag auftreten, dies wiirde 
freie, aber noch nicht niedergeschlagene Purine anzeigen. Wird 
die Probe dann auf 5 Minuten im siedenden Wasserbade erhitzt, 
so darf weder beim Erhitzen noch auch beim Abkiihlen ein 
Niederschlag oder nennenswerte Triibung auftreten, diese wiirde 
nimlich beweisen, da{ zwar alle freien Purine ausgefallt, daB 
aber noch nicht alle Purine abgespalten waren. 

Zur weiteren Verarbeitung wird die schwefelsaure Fliissig- 
keit in einem Literkolben mit einer heiBen Lésung von 5 g 
Baryumchlorid und 35 g Baryumacetat in 60 ccm Wasser ver- 
setzt, zur besseren Abscheidung des Baryumsulfates im Wasser- 
bade von 80° auf etwa 60° erwirmt, dann wieder abgekiihlt, 
und der Kolben zum Absetzen des Baryumsulfates in mdglichst 
schrager Lage auf einen Strohkranz gesetzt. Nach 1—2 Stunden 
saugt man die F'iissigkeit ab und zwar zweckmafig durch ein 
Talkumfilter, das hergerichtet wird, indem man einen kleinen 
Teeloffel Talkum in etwas Wasser aufschwemmt, und die Masse 
unter Saugen mit der Pumpe auf ein angefeuchtetes Filter im 
Biichnerschen Trichter bringt. Man wischt mit etwas ver- 
diinnter Essigsiure das Filter aus und gieft unter vorsichtigem 
Abgiefien erst die Fliissigkeit, dann den Niederschlag auf das 
gedichtete Filter drauf. Auf diese Weise wird erreicht, dab 
schon die ersten Anteile des Filtrates vollig klar durchflieBen, 
und daf die Filtration an sich verhaltnismaBig schnell verliuft. 
Wenn alles abgesaugt ist, aber noch bevor der Niederschlag 
rissig wird, gieft man etwa 20 ccm Wasser ohne Nachhilfe 
des Spatels nach und fallt nunmehr das Filtrat mit dem 3 fachen 
Volumen Alkohol. 

Man 1a8t den sich bildenden weifen grofflockigen Nieder- 
schlag sich absetzen, was in etwa 1/4 Stunde erreicht sein wird, 
hartet ihn zunidchst durch 6fteres Dekantieren mit 96 °/oigem 
Alkohol und saugt schlieBlich unter Zuhilfenahme von Alkohol 
und eventuell Ather ab. Es ist zu beachten, da& vor gehérigem 
Entwassern der Niederschlag nicht abgesaugt werden darf, da 
er sonst sehr leicht klebt. Ausbeute ca. 60°/o der Theorie. 

Manchmal fallt das thyminsaure Baryum bei der Alkohol- 
fallung nicht flockig, sondern klumpig aus; in einem solchen 
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Falle ist vor dem Absaugen fiir gute Entwasserung durch 
wiederholtes Verreiben mit Alkohol Sorge zu tragen. 

Das an der Saugpumpe mit 96°/oigem Alkohol nachge- 
waschene Praparat wird tiber Nacht im Vakuumexsikkator tiber 
Schwefelséure getrocknet und stellt dann ein blendend weifes, 
schénes lockeres Pulver von sehr gleichmahigem Korn dar. Es 
ist fiir die meisten Zwecke rein genug; vieles Umfiallen ist 
vollig zwecklos, eine Verbesserung wird dadurch nicht erzielt, 
héchstens kann man es durch Umfallen vor der Analyse etwas 
besser von den in erheblicher Menge mitgerissenen Baryum- 
salzen (besonders BaCl,) trennen; doch hat anderseits das 
thyminsaure Baryum zum schénen Ausflocken mit Alkohol 
immer etwas Baryumsalz nétig, weshalb man auch immer etwa 
um 2°/o zu hohe Werte fiir das Baryum und etwa 0,5°/o zu 
wenig C erhalt. Analysiert wurde das thyminsaure Baryum 
lufttrocken, wihrend in einer besonderen Probe der Wasser- 
gehalt bei 60° tber Phosphorpentoxyd bestimmt wurde. Es 
darf nur wenige Stunden in dieser Weise getrocknet werden, 
da es sich bald unter Zersetzung gelb farbt. 


Praparat I. 


0,1396 g verloren bei 60° tiber P,O,; 0,0154 g Wasser 
0,3809 g entsprachen 13,3 ccm /10-Séure (Kjeldahl) 


0,1387 g . 20,4 ccm "/s-Lauge (Neumann). 
Berechnet fiir C,,H,,0,,.N,P,Ba, : Gefunden : 

Ry 6 eee 5,30 5,50 

Piesrsree OO 9,16 


Praparat II. 


0,2018 g verloren bei 60° tiber P,O, 0,0196 g Wasser 
0,3541 g entsprachen 12,2 ccm "/10-Sdéure (Kjeldahl) 


0,3288 g > 11,7 ccm » > 
0,0860 g > 13,3 ccm 2/s-Lauge (Neumann). 
Berechnet fiir C,,H,,0,.,N,P,Ba,: Gefunden: 
sé 68 ae 5,30 5,35, 5,52 
Pi«crse O28 9,49. 


Praparat IIL. 


0,1944 g verloren bei 60° tiber P,O, 0,0222 g Wasser 
0,3343 g lieferten 0,3182 g CO, und 0,1310 g H,O 
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0,2474 g entsprachen 8,9 ccm 4/10-Sdure (Kjeldahl) 
0,2926 g > 10,7 ccm > : 

0,0870 g > 12,9 ccm 2/s-Lauge (Neumann) 

0,1286 g > 18,8 ccm > > 

0,5476 g lieferten 0,1826 g BaSQ,. 

Berechnet fiir C,,H,,O,,N,P,Ba, : Gefunden: 

— 29,95 29,30 
me 6 w «i 3,12 3,51 
ae 5,30 5,69, 5,78 
a ae, eS 9,40 9,27, 9,26 
mess « 22,15. 


Zur Spaltung wurden 20 g thyminsaures Baryum in der 
5fachen Menge Wasser geldst, das gleiche Volumen 20°/oige 
Schwefelséure zugegeben, vom Baryumsulfat getrennt und 10 
Stunden lang am Riickflufkihler gekocht. Die Hydrolysen- 
fliissigkeit wurde in der tiblichen Weise verarbeitet. 


Cytosinpikrat. 

0,1508 g lieferten 33,2 ccm N; t = 24°; b = 760 mm. 
Berechnet fiir C,H,ON, - C,H,0,N;: Gefunden: 

Biss + Eee 24,71. 

Thymin. 

0,1033 g entsprachen 16,4 ccm /10-Saéure (Kjeldahl). 
Berechnet fiir C,H,N,0,: Gefunden: 

N.. . 22,22 22,23. 


Das thyminsaure Baryum dreht die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach rechts, da die Drehung aber Besonderheiten zeigt, 
so soll spiter eingehend darauf eingegangen werden. 


Eigenschaften der Thyminsaure. 


Das thyminsaure Baryum stellt ein schneewei8es lockeres 
Pulver dar, das sich in Wasser duB8erst leicht und willig, fast 
augenblicklich, lést. Auch ist es noch ziemlich léslich in 
50°/oiger Essigsaure, unléslich dagegen in allen anderen Losungs- 
mitteln. Die leichte Léslichkeit ist gewissermafen ein Kenn- 
zeichen fiir die Unversehrtheit des Kérpers; denn schwer- oder 
unlésliche Praparate kénnen als zersetzt angesehen werden. 
Sie lésen sich dann noch auf Zusatz von Essigsdéure oder in 
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hartnackigen Fallen in salzsaurer Reaktion. Langere Zeit trocken 
aufbewahrt oder kurze Zeit erwarmt (auch in wiasseriger Lésung) 
wird es ebenfalls unldslich, in alkalischer Lésung auch bald 
bei gewOhnlicher Temperatur. Das Natriumsalz dagegen bleibt 
immer lidslich, auch bei alkalischer Reaktion. Die Salze der 
Thyminsiéure wirken als kraftige Schutzkolloide, besonders das 
thyminsaure Natrium. Versetzt man zu dem Behufe, das 
Baryumsalz in das Natriumsalz zu verwandeln, eine Lésung von 
thyminsaurem Baryum mit Natriumsulfatlésung, so entsteht eine 
vollkommen kolloidale L6sung von Baryumsulfat. Beim Erhitzen 
wird dieses zwar ausgeflockt, reift aber dann einen groBen 
Teil von noch nicht zersetztem Baryumsalz mit. Das kolloidale 
Baryumsulfat ist nicht sehr bestindig, schon verdiinnte Essig- 
siure bringt es zur Abscheidung. Viel bestandiger sind kolloi- 
dale Silberldsungen; sie werden leicht erhalten, wenn man 
thyminsaure Salzlésung mit ammoniakalischer Silberlésung ver- 
setzt. Wegen der Empfindlichkeit des Kohlenhydrats gegen 
Natronlauge darf die Silberlésung nur aus Silberoxyd und 
Ammoniak bereitet werden. AuSerdem wendet man zu diesem 
Zwecke besser das Natriumsalz der Thyminséure an, weil das 
Baryumsalz in ammoniakalischer Lésung bei langerer Dauer des 
Versuches unldslich wird. Nach Zusammenbringen der beiden 
Lésungen tritt schon nach wenigen Augenblicken Braunfirbung 
ein, undin wenigen Minuten ist eine tief braun-schwarze, vollig 
lackfarbene Losung von kolloidalem Silber entstanden. Durch 
Mineralsiiure kann das reduzierte Silber wieder ausgeflockt 
werden. 

Am bestiindigsten sind kolloidale Palladiumlésungen, die 
bereitet werden, indem man eine Lésung von thyminsaurem 
Natrium mit Palladiumchloriir versetzt und mit Wasserstoff 
schiittelt. Dieses Kolloid ist so bestindig, daB8 sehr grofe 
Mengen Salzsiiure notwendig sind, um das Palladium auszu- 
flocken. 

Das thyminsaure Baryum ist wenig bestindig; beim Auf- 
bewahren nimmt es schon nach einigen Tagen eine gelbliche 
Farbe an; eine wasserige Lésung farbt sich schon tiber Nacht. 
Die Thyminsdéure mu8 deswegen immer frisch bereitet werden. 
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Die Empfindlichkeit beruht natiirlich auf der leichten Verharz- 
barkeit des Kohlenhydrates; Laugen und Siéuren werden also 
die Zersetzung wesentlich beschleunigen. In der Tat geben 
Lisungen von thyminsaurem Natrium schon mit wenigen Pro- 
zenten freien Alkalis in kurzer Zeit Braunfiirbung schon in 
der Kalte. 

Mineralsaéuren bewirken ebenfalls fast augenblickliche Rot- 
farbung. Ja, die freie Thyminséure ist «gegen sich selbst» so 
empfindlich, dafi wiasserige Losungen von thyminsaurem Baryum 
sofort rot werden, wenn man nur soviel Salzséure zusetzt, 
daf nur Thyminsaure, nicht aber Salzsiure in freiem Zustande 
erscheint. Diese Verharzung durch die eigne Aciditat tritt 
selbst in sehr verdiinnten Lésungen ein. Eigentiimlich ist es, 
daf wahrend der Darstellung der Thyminséure durch Hydrolyse 
der Nucleinsdéure mit verdiinnter Schwefelsiure die frisch ent- 
standene Thyminsaure keineswegs sich derart empfindlich gegen 
Séuren erweist ; gelingt es doch, nach der beschriebenen Methode 
vollig farblose Préiparate zu erhalten. Die Empfindlichkeit 
gegen Sauren steigert sich also dadurch, dafi das thyminsaure 
Baryum isoliert und dabei in trocknem Zustande mit der Luft 
in Berthrung kommt; denn es ist kaum anzunehmen, dafi die 
bei der Hydrolyse entstehenden Nebenprodukte — Guanin- und 
Adeninsulfat — konservierend auf die Thyminsaure einwirken. 

Von konservierendem Einflusse aber sind die Salze der 
schwefligen Siure. Thyminsaures Natrium, in Lésung mit etwas 
neutralem Natriumsulfit versetzt, bleibt selbst in Gegenwart 
von Natronlauge bei gew6hnlicher Temperatur verhaltnismabig 
ungefarbt, doch erstreckt sich dieser Schutz nicht soweit, daf 
es gelingen kdénnte, durch alkalische oder saure Hydrolyse das 
Kohlenhydrat abzuspalten und zu isolieren. 

Aus diesen Ausfihrungen geht hervor, daf die freie 
Thyminsaure in trocknem Zustande iiberhaupt nicht unzersetzt 
darstellbar ist, bereitet doch schon die Darstellung anderer 
Salze erhebliche Schwierigkeiten dadurch, daf wihrend der 
Manipulationen in wisseriger Lésung leicht eine Verharzung 
eintreten kann, besonders dann, wenn man es unternehmen 
wurde, tiber die freie Saure die anderen Salze darzustellen. 
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Dies ist nicht gut mdglich; man mu8 schon zur doppelten 
Umsetzung seine Zuflucht nehmen, muf sich aber dann natiirlich 
gewisse Beschrinkungen auferlegen. 

Manche Salze mit organischen Basen sind in Alkohol 
léslich und mit Ather wieder fallbar, so z. B. das Salz der 
Krystallviolettbase, das, weil in Wasser unléslich, leicht durch 
doppelte Umsetzung des thyminsauren Baryums mit kéuflichem 
Krystallviolett gewonnen werden kann. Aus der alkoholischen 
Loésung kann man dann durch Zusatz von Baryumacetatlésung 
das Baryumsalz der Thyminséure wieder durch doppelte Um- 
setzung ziriickgewinnen. 

Durch Zusatz von Mineralsaure zur absolut-alkoholischen 
Losung des Farbsalzes wurde die freie Thyminséure in Sub- 
stanz zu gewinnen versucht, sie ist auBerordentlich hygroskopisch 
und zersetzlich, sodaf der K6rper nicht weiter untersucht 
werden konnte. Der Geschmack der freien Séure ist angenehm 
siuerlich. 

Das Calciumsalz verhalt sich ahnlich wie das Baryumsalz. 
Bleisalze sind in neutraler und alkalischer Lésung unloslich, in 
verdiinnter Essigsiure hingegen leicht léslich; sie lassen sich aus 
essigsaurer LOsung auch ganz gut mit Alkohol niederschlagen. 

Alkohol ist nur fiir Baryum-, Calcium- oder Bleisalze ein 
gutes Fiillungsmittel, fiir das Natriumsalz hingegen nicht, ob- 
wohl es in Alkohol unléslich ist. Setzt man aber bei einem 
solchen Versuche irgend ein lésliches Baryumsalz hinzu, so 
erfolgt sofort Fallung unter Bildung des Baryumsalzes durch 
doppelte Umsetzung. 

Thyminsiure ist in schwefelsaurer Lésung nicht fallbar 
mit Phosphorwolframsaure, wohl aber mit Hopkins Reagens; 
die Fallung ist aber sehr unvollkommen und eignet sich nicht 
zur Isolierung der Thyminsaure. Auch Bleiessig und Bleizucker 
in neutraler bezw. schwach ammoniakalischer Lésung sind 
Fallungsmittel. Die Bleifallungen sind in verdiinnter Essigsaure 
leicht léslich. 

Selbstverstindlich gibt das thyminsaure Baryum alle 
bereits friiher erwahnten!) Reaktionen, die der Gruppe des 


‘) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 247 (1917). 
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Glukals eigentiimlich sind, und ich verweise hier auf die ge- 
gebenen Anweisungen zur Anstellung dieser Reaktionen. Zweck- 
maiBig nimmt man dazu 10°/oige Lésungen. Die Aldehyd- 
reaktion mit fuchsinschwefliger Saure ist jedoch so empfindlich, 
daf ein einziger Tropfen einer nur einprozentigen Lésung geniigt, 
um mehrere Kubikzentimeter fuchsinschweflige Siure zu firben. 
Eine héhere Konzentration ist bei dieser Reaktion schon aus dem 
Grunde zu vermeiden, weil konzentrierte Baryumsalzlésungen 
wegen ihrer SO, fallenden Wirkung auch allein eine schwache 
Firbung der fuchsinschwefligen Séure hervorrufen kénnen. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der Grafin 
Bose-Stiftung ausgefiihrt. 

Weitere Versuche, besonders die Darstellung von Deri- 
vaten der Thyminsdure, behalte ich mir vor. 





























